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Des études cliniques indiquent que l’hétérogénéité des récepteurs tyrosine kinase (RTK) 
dérégulés dans le cancer colorectal (CCR) contribue à la résistance aux thérapies ciblant 
qu’un seul RTK. Une alternative serait de cibler les protéines effectrices engagées par 
plusieurs RTK régissant les processus clés à la progression du CCR, mais la signalisation des 
RTK dans le CCR reste peu définie. Des travaux réalisés au laboratoire ont démontré par une 
approche dominante négative que le pouvoir oncogénique du RTK Met chez les cellules 
épithéliales intestinales transformées par une forme active de Met (Tpr-Met-IEC-6) serait 
dépendant des protéines Gab (Grb2-associated binder). Cette approche reposait sur 
l’inhibition de l’interaction entres les protéines Gab et Met par l’expression du domaine de 
Gab1 renfermant un motif d’interaction indirect aux RTK, via la protéine Grb2, et le site de 
liaison direct, unique à Gab1, avec Met. Ainsi, cette approche ne permet pas de discerner les 
effets de Gab1 de ceux de Gab2 en aval de Met. 
 
L’objectif de cette présente étude était de définir les rôles qui sont propres à Gab1 et à Gab2, 
en aval de Met, dans les cellules Tpr-Met-IEC-6. Pour ce faire, nous avons évalué l’impact 
d’une modulation de l’expression de Gab1 et de Gab2, par une approche d’interférence à 
l’ARN et de surexpression, sur les caractéristiques oncogéniques de ces cellules. De façon 
surprenante, nous démontrons que Gab1 affecte positivement l’expression Tpr-Met, la 
transformation morphologique ainsi que la croissance cellulaire. De plus, nous démontrons 
que la diminution ou la surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 n’a aucun 
effet sur la morphologie, la croissance cellulaire, la capacité des cellules à croître au-delà de 
la confluence et sans ancrage à la matrice extracellulaire et enfin sur la migration. 
 
En conclusion, mes travaux de recherche suggèrent que la protéine Gab1, et non Gab2, joue 
un rôle essentiel dans le pouvoir oncogénique de Met dans les cellules épithéliales 
intestinales. Ainsi, Gab1 et ses voies de signalisation pourraient représenter des cibles 
prometteuses pour l’élaboration de nouvelles thérapies contre le CCR. 
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1. Généralités des RTK 
Les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK), ou récepteurs de facteurs de croissance, sont 
impliqués dans de nombreux processus cellulaires biologiques tels que la prolifération, la 
migration, la survie cellulaire et l’invasion. Ces glycoprotéines transmembranaires possèdent 
un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire, ainsi qu’un domaine 
intracellulaire, qui est responsable de leur activité tyrosine kinase (TK) (BLUME-JENSEN 
et HUNTER, 2001; ULLRICH et SCHLESSINGER, 1990). À ce jour, il y a 90 gènes tyrosine 
kinase identifiés dans le génome humain, dont 58 encodent pour des RTK. Ces récepteurs 
sont répartis en 20 familles selon la nature de leur ligand, leurs fonctions biologiques et la 
séquence de leur domaine kinase (BLUME-JENSEN et TONY HUNTER, 2001 et 
LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). Les récepteurs liant les facteurs de croissance 
épidermique (EGFR) et fibroblastique (FGFR) ainsi que l’insuline (InsR) sont des membres 
de la grande famille des RTK. Le présent mémoire portera principalement sur la signalisation 
du récepteur Met, qui est aussi un RTK. 
 
2. La structure des RTK 
Les RTK sont généralement sous forme de monomères qui se dimérisent lorsqu’un ligand se 
lie au récepteur. Ils possèdent trois domaines très distincts : extracellulaire, transmembranaire 
et intracellulaire. Le domaine extracellulaire, responsable de la liaison du récepteur avec son 
ligand, est très différent d’une famille de récepteur à une autre, due à la spécificité de ligand 
que chaque famille de RTK lie. De nature polypeptidique, il est constitué d’un arrangement 
entre des domaines semblables aux immunoglobulines ou Ig-like, des domaines semblables 
à la fibronectine III, des domaines riches en cystéines et des domaines semblables à l’EGF 
(HUBBARD et TILL, 2000). Le domaine transmembranaire permet l’ancrage du récepteur 
à la membrane. Il est constitué de 25 acides aminés hydrophobes disposés de façon à former 




du récepteur et une seule mutation peut mener à une activation constitutive du récepteur 
(BARGMANN, et al., 1986; WEBSTER, 1996).  
La portion intracellulaire comprend une région juxtamembranaire, un domaine TK et une 
région carboxy-terminale (C-terminale) (SCHLESSINGER, 2014; HUBBARD, 1999). Le 
domaine juxtamembranaire a une taille d’environ 30 acides aminés et est très conservé parmi 
les différents membres d’une même famille, mais très différent d’une famille à une autre. Il 
est impliqué dans la régulation et la signalisation du récepteur, par exemple en recrutant des 
protéines menant à sa dégradation ou d’autres protéines de signalisation (HUBBARD, 2001). 
Lorsqu’activé, le domaine TK catalyse le transfert d’un phosphate de l’adénosine 
triphosphate sur l’autre monomère. Ainsi, les RTK sont capables d’autophosphorylation sur 
des tyrosines (Tyr) de leur domaine TK suite à la liaison du ligand. Certains domaines TK 
des RTK, tels que ceux de la famille des PDGFR, comprennent une insertion d’environ 100 
acides aminés. Ces insertions ainsi que la région juxtamembranaire et C-terminale incluent 
des Tyr qui peuvent être phosphorylées par l’autophosphorylation du récepteur suite à son 
activation (HUBBARD, 1999).  
 
3. Mécanisme d’activation des RTK 
L’étape initiatrice de l’activation d’un RTK est la liaison de celui-ci avec son ligand. Cette 
interaction mène à la dimérisation non covalente des récepteurs monomériques ou à un 
changement dans la structure quaternaire du récepteur (ULLRICH et SCHLESSINGER, 
1990; HELDIN, 1995). Il y a deux modèles proposés pour expliquer l’activation d’un RTK 
suite à la liaison du ligand. Le premier propose que la dimérisation des domaines 
extracellulaires des monomères suite à la fixation du ligand entraînerait une augmentation 
locale de la concentration enzyme/substrat permettant ainsi assez d’évènements pour la trans-
autophosphorylation du domaine cytoplasmique des récepteurs (HUBBARD et al., 1998). 
Ainsi, ce modèle n’implique pas nécessairement la dimérisation des domaines TK pour 
permettre l’autophosphorylation versus le second modèle. Ce dernier implique que la trans-
autophosphorylation devient possible seulement suite à la dimérisation des domaines de 




monomères lorsque le ligand est absent. Lorsque l’EGF se fixe à un monomère, les domaines 
extracellulaires de chacun de ceux-ci se dimérisent, ce qui provoque un changement de 
conformation permettant le rapprochement des domaines TK  qui stabilise une conformation 
propice pour la trans-autophosphorylation sur tyrosines (GADELLA et JOVIN, 1995; 
SHERRIL, 1997). Le récepteur à l’insuline fait exception aux autres RTK, puisqu’il est 
dimérisé de façon constitutive, donc même en absence de ligand. Ainsi, lorsque le récepteur 
se fixe à l’insuline, un changement de conformation survient, ce qui permet la dimérisation 
du domaine TK et donc son activation (WARD, et al., (2007). Pour tous les RTK, la fixation 
du ligand résulte en la phosphorylation de tyrosines présentes dans le domaine TK, ce qui 
augmente son activité kinase intrinsèque et mène ensuite à la phosphorylation d’autres 
tyrosines dans le domaine juxtamembranaire et sa queue C-terminale. Ces tyrosines 
phosphorylées servent de sites d’ancrage pour des protéines de signalisation qui assurent la 
transmission de signaux en aval du récepteur (HELDIN, 1995). 
 
4. Signalisation des RTK 
Suite à la stimulation d’un RTK, ce dernier permet la formation de complexes 
multiprotéiques. L’intégration et la diversification des signaux se fait par la reconnaissance 
de motifs consensus dans la région juxtamembranaire ou C-terminale du récepteur activé par 
des protéines effectrices. Elles reconnaissent ces motifs via leur domaine SH2 (Src 
Homology 2) et ou PTB (phosphotyrosine-binding domain) (SONGYANG, et al., 1994). Les 
domaines PTB sont principalement présents sur les protéines adaptatrices, alors que les 
domaines SH2 sont retrouvés autant dans les enzymes, dont la PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase) et les tyrosine-phosphatases, dont SHP2 (domaine tyrosine phosphatase d’homologie 
à Src 2) (CSISZAR, 2006; LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). Les protéines 
adaptatrices, telles que Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) ou Shc (Src homology 
2 domain-containing transforming protein), ont la particularité de n’avoir aucune activité 
enzymatique. Ainsi, leur rôle est plutôt de recruter d’autres protéines, qui elles ont une 
activité enzymatique, de par leurs nombreux sites et domaines d’interaction protéine-protéine 




multiples voies de signalisation dont la voie mitogénique Ras/MAPK ainsi que celle de la 
survie cellulaire PI3K/AKT.  
La protéine adaptatrice Grb2, qui est de petite taille (217 acides aminés pour un poids 
moléculaire de 25kDa), est constituée d’un domaine SH2 flanqué de deux domaines SH3 
(Src Homology 3). La protéine Grb2 lie directement plusieurs types de RTK via son domaine 
SH2 qui reconnait spécifiquement un motif consensus pYXNX, alors que pY est une 
phosphotyrosine (BELOV et MOHAMMADI, 2012). La protéine adaptatrice Shc est aussi 
impliquée dans l’engagement indirect des voies de signalisation de Grb2 en aval des RTK 
qui possèdent, ou pas, un site d’interaction direct avec Grb2. Le domaine PTB de Shc 
interagit de façon préférentielle avec le motif NPXpY qui est retrouvé sur plusieurs RTK. 
L’interaction Shc/RTK mène à la phosphorylation de tyrosines sur Shc, dont deux tyrosines 
dans son domaine CH1 (collagen-homology domain 1) qui correspondent à des sites 
consensus de liaison pour le domaine SH2 de Grb2 (RAVICHANDRAN, 2001). Le domaine 
SH3 en N-terminale de Grb2 interagit constitutivement avec SOS (Son of Sevenless), un 
facteur d’échange des nucléotides guanyliques (GEF) de Ras, une petite protéine G (LI, et 
al., 1993). Suite à l’association RTK/Grb2/SOS, la guanine diphosphate de Ras est dissociée 
par la GEF SOS, ce qui permet l’association de guanine triphosphate à Ras qui devient ainsi 
actif et qui mène à l’activation des kinases de la cascade de signalisation mitogénique de la 
voie MAPK (CHARDIN et al., 1993; AVRUCH et al., 1994). En plus d’interagir avec la 
protéine SOS, Grb2 peut aussi lier constitutivement les protéines d’échafaudage Gab (Grb2-
associated binding protein), via son domaine SH3 C-terminal (GU et NEEL, 2003). Tel que 
plus détaillé à la section 9 de l’introduction, les protéines Gab induisent non seulement 
l’activation soutenue de la voie Ras/MAPK en aval des RTK, mais aussi la stimulation de 
celle de la PI3K/AKT. Ainsi, Grb2 joue un rôle déterminant l’intégration de la voie 
Ras/MAPK et celle de la PI3K/AKT en aval des RTK. 
 
5. La régulation négative des RTK 
Comme la signalisation des RTK est impliquée dans de nombreux processus biologiques, il 




signalisation adéquats et au bon moment, afin d’éviter des comportements aberrants de la 
cellule et le développement de maladies (LEDDA et PARATCHA, 2007). Ces mécanismes 
sont finement régulés par différents processus menant à l’arrêt de la signalisation des 
récepteurs, tels que les protéines tyrosines-phosphatases (PTP), l’internalisation du récepteur 
actif et l’ubiquitination du récepteur pour la dégradation (Figure 1) (FIORINI, et al., 2001). 
 
 
Figure 1 : Différents mécanismes de rétro-inhibition des RTK. 
La signalisation des RTK peut être inhibée suite à la déphosphorylation par des PTP du 
domaine TK du récepteur ou par la déphosphorylation de ses protéines effectrices. 
L’internalisation est aussi un mécanisme de rétro-inhibition des RTK, puisque le récepteur 
est transporté vers les endosomes, où il sera soit recyclé à nouveau à la membrane cellulaire 
dans un état inactif, ou soit dirigé vers le lysosome, où il sera dégradé. L’ubiquitination par 
l’ubiquitine ligase Cbl permet l’arrêt de la signalisation des RTK en étant un signal pour la 
dégradation des récepteurs aux lysosomes. 
Les PTP régulent négativement la signalisation des RTK en inhibant l’activité catalytique du 
récepteur. Elles agissent en déphosphorylant les résidus phosphotyrosines de la boucle 
d’activation du domaine TK des récepteurs. Les PTP régulent aussi négativement la 
signalisation des RTK en déphosphorylant les protéines effectrices clés de leur signalisation. 
De nombreuses PTP ont déjà été identifiées, mais la phosphatase PTP1B (Tyrosine-protein 
phosphatase non-receptor type 1) est la plus importante pour la régulation négative de la 
signalisation des RTK (SUN, et al., 2003). Pour ne donner que quelques exemples, les 
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récepteurs à l’EGF, au PDGF et le récepteur Met sont déphosphorylés par la protéine PTP1B 
(HAJ, et al., 2003; LAMMERS, et al., 1993; SANGWAN, et al., 2008). D’ailleurs, il a été 
démontré que des souris dont le gène ptp1B a été invalidé présentaient une 
hyperphosphorylation des récepteurs à l’EGF et Met ainsi que de la protéine IRS-1 (Insuline 
receptor substrate), qui est un substrat et un effecteur majeur des récepteurs à l’insuline 
(ELCHEBLY, et al., 1999; SANGWAN, et al., 2006). 
L’internalisation du récepteur actif consiste à son acheminement dans les vésicules de 
clathrines vers les endosomes. À ce point, le RTK peut être soit recyclé à nouveau à la 
membrane, mais dans un état inactif, ou soit acheminé aux lysosomes, où il sera dégradé par 
les protéases lysosomales (ABELLA et PARK, 2009). À cet effet, l’ubiquitination des RTK 
est un mécanisme permettant de mettre fin à leur signalisation en menant à leur dégradation 
par le lysosome. L’ubiquitination des RTK est un processus qui nécessite le recrutement 
Grb2-dépendant de la protéine multiadaptatrice Cbl (Casitas B-cell lymphoma), qui est un 
effecteur des RTK possédant une activité E3-ubiquitine ligase (PESCHARD, et al., 2001; 
SCHMIDT et DIKIC, 2005). L’ubiquitination ne serait pas essentielle à l’internalisation du 
récepteur, mais elle le serait pour leur transport au lysosome et donc à leur dégradation. Les 
récepteurs endocytés et ubiquitinés sont reconnus par les complexes protéiques ESCRT 
(endosomal sorting complex required for transport), grâce à leur motif d’interaction avec 
l’ubiquitine. L’association des RTK avec les complexes ESCRT, retrouvés dans l’endosome, 
est un signal pour leur transport vers les lysosomes, qui se fait par la formation de corps 
multivésiculaires (ABELLA et PARK, 2009). Des études ont démontrés qu’une mutation 
ponctuelle du site de liaison de Cbl dans le domaine juxtamembranaire du récepteur Met 
entraîne l’inhibition de l’ubiquitination du récepteur, ce qui augmente sa stabilité et prolonge 
sa signalisation. De plus, cela est suffisant pour induire la transformation cellulaire et pour 
leur conférer un pouvoir tumorigénique in vivo (ABELLA, et al., 2005; PESCHARD, et al., 
2001). Ainsi, l’internalisation, donc l’élimination des RTK actifs de la surface membranaire 
de la cellule, est un autre mécanisme important dans la rétro-inhibition de la signalisation des 
RTK. 
Cependant, une étude récente mené dans le contexte du récepteur Met, indique que le sort 




protéine adaptatrice Golgi-localized gamma ear-containing Arf-binding protein 3 (GGA3). 
Dans les cellules HeLa (cellules humaines provenant de métastases d’un cancer du col de 
l’utérus) stimulées au HGF, la protéine GGA3 interagit avec le récepteur Met actif et le dirige 
vers son recyclage, c’est-à-dire qu’elle le guide de la membrane aux endosomes pour ensuite 
le retourner à la membrane. Dans ce modèle cellulaire, ce processus de recyclage de Met est 
requis pour l’activation de la voie ERK et la migration de ces cellules (PARACHONIAK, et 
al., 2011; CLAGUE, 2011). Ainsi, l’internalisation des RTK joue un rôle majeur dans le 
rétrocontrôle négatif de leur signalisation. Par contre, des études démontrent que même 
lorsque ces complexes sont internalisés, ils peuvent continuer leur signalisation tout au long 
de leur transport dans jusqu’aux endosomes (ABELLA et PARK, 2009; SORKIN et GOH, 
2009; BARROW-MCGEE, 2014). Une autre étude démontre que, suite à la stimulation des 
récepteurs Met et à l’EGF par leur ligand, une inhibition de l’activité PTP1B retarde la 
dégradation de ces récepteurs, mais sans toutefois altérer leur internalisation, ce qui a pour 
effet d’augmenter leur activité biologique. Ce processus s’expliquerait par le fait que la perte 
de l’activité de PTP1B inhibe la formation des endosomes précoces et donc le transport des 
RTK vers les endosomes matures. En effet, PTP1B déphosphorylerait la protéine NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor), un facteur important dans la fusion des vésicules 
membranaires (SANGWAN, et al., 2011). En somme, l’internalisation des RTK est un 
mécanisme qui permet une régulation fine et spatio-temporelle de la transmission des signaux 
à l’intérieur de la cellule et une régulation aberrante de ce mécanisme peut mener à une 
signalisation dysfonctionnelle des RTK. 
 
6. Le récepteur Met et son ligand, le HGF 
Dans le cadre de mon projet, le RTK qui m’intéresse est le récepteur Met. Ce récepteur a été 
identifié sous une forme oncogénique, Tpr-Met, en 1984, dans une lignée cellulaire 
d’ostéosarcome humain (HOS) exposé à l’agent carcinogène N-méthyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidine (COOPER, et al., 1984). L’oncoprotéine Tpr-Met est le produit d’un 
réarrangement chromosomique entre la séquence 5’ de Tpr (Translocated promoter region) 
du chromosome 1 et la séquence 3’ de Met du chromosome 7. Ainsi réorganisé, le domaine 




qui possède deux motifs de dimérisation leucine zipper. Sous cette forme, le domaine 
cytoplasmique de Met est dimérisé et donc activé de façon constitutive, même en absence de 
son ligand (RODRIGUES et PARK, 1994). Quant au ligand du récepteur Met, le HGF, ou le 
facteur de croissance des hépatocytes, il a été en premier lieu identifié comme deux molécules 
distinctes, soit comme un mitogène pour les hépatocytes en culture (NAKAMURA, et al., 
1989; ZARNEGAR et MICHALOPOULOS, 1989) ou comme un facteur favorisant la 
dispersion des cellules épithéliales, dérivé des fibroblastes, nommé « scatter factor » (SF) 
(STOKER, et al., 1987). C’est en 1991 que le HGF et le SF ont été identifiés comme étant le 
même facteur de croissance ayant une haute affinité avec le récepteur Met et pouvant induire 
une multitude de réponses biologiques (BOTTARO, et al., 1991; NALDINI, 1991). 
Le HGF est une molécule qui appartient à la famille des enzymes plasminogènes, mais qui 
ne possède aucune activité protéase. Il est synthétisé sous forme de pro-HGF, un 
hétérodimère formé d’une chaîne α et bêta (β), où la partie C-terminale de la chaîne α est 
immédiatement suivie de la région N-terminale de la chaîne β. Ce pro-HGF est clivé sous sa 
forme active entre la chaîne α et β par différentes sérines protéases, dont l'activateur du 
plasminogène de type urokinase ou encore par les facteurs de coagulation X, XI et XII. 
Toujours sous forme d’hétérodimère, les deux chaînes de l’HGF actif sont reliées ensemble 
par un pont disulfure. En N-terminale, la chaîne α forme une boucle d’épingle à cheveux qui 
est suivie de quatre domaines Kringle (K1 à K4). Bien que sans activité enzymatique, la 
chaîne β de l’HGF se compose d’un domaine d’homologie à des sérines protéases 
(BOTTARO, et al, 1991; NAKAMURA et MIZUNO, 2010; PEEK, et al., 2002) (Figure 2). 
La structure du récepteur Met consiste elle aussi en une chaîne α et β. Reliées par un pont 
disulfure, la chaîne α de la forme mature de Met, dont le précurseur est clivé à un site furine, 
est complètement à l’extérieur de la cellule, alors que la chaîne β, plus longue, a une portion 
extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire. La chaîne α ainsi que la portion en N-
terminale de la chaîne β ont un domaine Sema, qui est une région homologue à des domaines 
retrouvées dans les sémaphorines, et qui est la portion où s’effectue la liaison du récepteur 
au ligand. La portion extracellulaire de la chaîne β, possède en plus de son domaine Sema en 
N-terminale, un domaine riche en cystéines, ainsi que de quatre domaines homologues aux 




constituée d’une hélice α alors que la portion intracellulaire se compose d’une portion 
juxtamembraire, du domaine kinasique et d’une queue C-terminale (Figure 3) 
(BIRCHMEIER, et al., 2003). Le domaine juxtamembraire du récepteur Met possède une 
sérine (Ser 985) dont sa phosphorylation est impliquée dans la régulation négative de 
l’activité kinasique du récepteur Met (GANDINO, et al, 1994), ainsi qu’une Tyr à la position 
1003 qui lie la protéine Cbl, une ubiquitine ligase impliquée dans l’ubiquitination et la 
dégradation de Met (PESCHARD, et al., 2001). Dans le domaine TK de Met, ce sont les Tyr 
1234 et 1235 qui sont en premier lieu autophosphorylées suivant la dimérisation du récepteur 
Met par la liaison avec son ligand HGF. La phosphorylation de ses deux Tyr est essentielle 
à l’activité TK intrinsèque de Met, car leur substitution en phénylalanine empêche son 
activation (LONGATI, et al., 1994; RODRIGUES et PARK, 1994). Finalement, la queue C-
terminale de Met possède deux Tyr cruciales (Tyr 1349 et 1356) qui sont phosphorylées suite 
à l’activation du récepteur (Figure 3). Ces tyrosines qui servent de sites d’ancrage pour les 
protéines effectrices de Met (BIRCHMEIER, et al., 2003, PESCHARD, et al., 2001) (Voir 
section 7).  
 
Figure 2 : Structure du HGF. 
La chaîne α de l’HGF possède en N-terminale une boucle en épingle à cheveux (N) suivie de 
quatre domaines Kringle (K1 à K4). La chaîne β possède un domaine d’homologie à des 
sérines protéases dépourvues d’activité enzymatique (SPH). 
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Figure 3 : Structure du récepteur Met et de l’oncoprotéine Tpr-Met. 
A. La région extracellulaire du récepteur Met est formée de trois domaines : le domaine Sema 
α, le domaine β, un domaine riche en cystéines et quatre domaines de type immunoglobuline. 
Le domaine intracellulaire est constitué d’une séquence juxtamembranaire impliquée dans la 
régulation négative du récepteur par la phosphorylation de la Ser 975 ainsi que de l’ajout 
d’ubiquitine à la Tyr 1003, d’une région catalytique (Tyr 1234 et Tyr 1235), et d’une région 
en C-terminale responsable de l’interaction du récepteur avec des protéines effectrices (Tyr 
1349 et Tyr 1356). B. L’oncoprotéine Tpr-Met est le produit d’un réarrangement entre la 
séquence 5’ de Tpr situé sur le chromosome 1 ainsi que de la séquence 3’ du domaine 
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7. La signalisation du récepteur Met 
Comme mentionnée dans la section 6 de l’introduction, l’activation du récepteur Met se fait 
soit via sa liaison avec son ligand, ou soit par des aberrations oncogéniques qui mènent à la 
dimérisation constitutive du récepteur. Ainsi dimérisé, il y a autophosphorylation de résidus 
Tyr dans le domaine kinasique et dans la région C-terminale du récepteur. Ces résidus 
phosphorylés sont essentiels et suffisants pour le recrutement de protéines effectrices et 
l’engagement de fonctions biologiques en aval de Met. (BIRCHMEIER, et al., 2003; 
PESCHARD, et al., 2001; TRUSOLINO,  et al., 2010). Ainsi, lorsque le récepteur est activé, 
les phosphotyrosines 1349 et 1356 dans le domaine en C-terminale, représentent 
respectivement un site de liaison pour la protéine d’échafaudage Gab1 et un site consensus 
pour la liaison de haute affinité pour le domaine SH2 de la protéine adaptatrice Grb2 et pour 
le recrutement de faible affinité du domaine PTB de Shc (Figure 4) (FIXMAN, et al., 1996; 
FIXMAN, et al., 1997; FOURNIER, et al., 1996; LOCK, et al., 2003; PONZETTO, et al., 
1996; SAUCIER, et al., 2002; WEIDNER, et al., 1996). 
Des souris transgéniques exprimant le récepteur Met dont les Tyr 1349 et 1356 ont été 
substituées en phénylalanines (Y1349F et Y1356F) ont été générées afin de déterminer les 
rôles de ces tyrosines. Ces souris démontrent un phénotype identique à celles qui sont 
invalidées génétiquement pour le récepteur Met ou le HGF (BLADT, et al., 1995 et 
UEHARA, et al., 1995), dont une mort au stade embryonnaire due à des défauts de 
développement au niveau du foie, du placenta et des muscles squelettiques (MAINA, et al., 
1996). Par contre, les souris exprimant une forme mutante du récepteur Met (N1358H) ne 
pouvant pas lier Grb2 dû à la substitution en histidine de l’asparagine clé du motif de liaison 
du domaine SH2 de Grb2 (pYVNV) (FIXMAN, et al., 1996; PONZETTO, et al., 1996), 
affichent un développement normal du placenta et du foie, mais pas celui des muscles 
squelettiques (MAINA, et al., 1996). Ainsi, il existe des rôles différentiels des Tyr 1349 et 
1356 dans la signalisation en aval de Met. Des travaux effectués dans les modèles de cellules 
épithéliales rénales canines MDCK (Madin-Darby canine kidney) et fibroblastiques ont 







Figure 4 : Voies de signalisation activées par le récepteur Met. 
L’activation de Met permet son interaction avec différentes protéines effectrices. Les 
protéines Grb2, Shc et Gab1 peuvent interagir directement avec le récepteur Met. Les 
enzymes PI3K et SHP2 interagissent indirectement via leur interaction avec la protéine Gab1. 
Gab1 agit en tant que plateforme de recrutement de protéines de signalisation, elle est donc 
impliquée dans l’activation de nombreuses voies de signalisation dont la voie de la 
Ras/MAPK, qui favorise entre autres la prolifération et la morphogenèse, et celle de la survie 
cellulaire, PI3K/AKT. 
 
Les cellules MDCK ont la particularité de s’organiser de façon différente selon si elles sont 
ensemencées en deux ou en trois dimensions. En deux dimensions, elles se regroupent en 
îlots et prolifèrent pour former une monocouche de cellules polarisées. À la sous-confluence, 
avec un traitement avec HGF, les cellules MDCK s’étalent et se dissocient les unes des autres, 
ce qui est un comportement semblable à une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et 
est connu sous le nom de dispersion cellulaire ou « cell scattering »; alors qu’à la confluence, 
un traitement avec HGF induit une perte de polarité et un empilement de ces cellules les unes 























collagène, donc dans un environnement en trois dimensions, elles se divisent pour former un 
agrégat tridimensionnel de cellules, qui développe une lumière centrale entourée par une 
monocouche de cellules polarisées. Un traitement avec HGF de ces cellules dans une matrice 
de collagène provoque un programme morphogénique de tubulogenèse, qui correspond à un 
changement de la morphologie sphérique des kystes vers une morphologie allongée et une 
ramification invasive de structures tubulaires. Cette tubulogenèse est un programme 
morphogénique complexe qui fait intervenir plusieurs fonctions biologiques, dont la TEM, 
la différentiation, la prolifération, la migration et l’invasion cellulaire (ZEGERS, et al., 
2003). 
De nombreuses études ont été effectuées dans le but de comprendre les mécanismes et les 
différentes voies de signalisation qui sont impliquées dans la TEM et dans la tubulogenèse 
en aval du récepteur Met, dans les cellules épithéliales (BIRCHMEIER, et al,, 2003; 
PESCHARD et PARK, 2007; TRUSOLINO, et al., 2010). Entre autres, l’exploitation de 
CSF-Met, une chimère du récepteur Met dont le domaine extracellulaire du récepteur CSF 
est fusionné avec les domaines transmembranaire et cytoplasmique de Met, a permis de 
démontrer que la phosphorylation de la Tyr 1356 est requise pour la dispersion cellulaire et 
la tubulogenèse, alors que la phosphorylation de la Tyr 1349, n’est essentielle que pour 
l’induction de la tubulogenèse (ZHU, et al.,1994;  NGUYEN, et al., 1997). Lorsque le mutant 
CSF-Met N1358H, mutant incapable d’interagir directement avec Grb2, est exprimé dans les 
cellules MDCK, celles-ci sont encore capable de dispersion cellulaire en réponse au CSF, le 
ligand du récepteur CSF-Met, mais la tubulogenèse est impossible (FOURNIER, et al., 
1996). Cependant, d’autres travaux ont montré que lorsque les cellules MDCK normales 
(sans CSF-Met) sont traitées avec un antagoniste du domaine SH2 de Grb2, la migration, 
l’invasion ainsi que la tubulogenèse induite par le HGF sont diminuées (ATABEY, et al. 
2001). Ce qui indique que la dispersion induite en aval du mutant N1358H de Met ou de 
CSF-Met implique le recrutement indirect de Grb2 via Shc.  
En effet, l’utilisation de différents variants de Met ne pouvant recruter qu’une seule protéine 
de signalisation a démontré que l’engagement individuel des voies de signalisation de Grb2 
ou Shc est suffisant pour permettre la dispersion des cellules MDCK (SAUCIER, et al., 




signalisation suite à une stimulation au HGF des cellules MDCK démontre que la dispersion 
cellulaire et la tubulogenèse nécessitent l’activité de la TK Src et des voies de signalisation 
de la MAPK et de la PI3K, qui sont toutes deux activées en aval des protéines Grb2 et Shc 
(KHOURY, et al., 2005; ROYAL et PARK, 1995; ROYAL, et al., 1997; ROYAL, et al., 
2000). Incidemment, il a été aussi démontré que le recrutement de Gab1 au récepteur Met est 
indispensable à l’induction de la  tubulogenèse chez les cellules MDCK (MAROUN, et al., 
1999 et MAROUN, et al., 2000). Les rôles fonctionnels des protéines Gab seront discutés 
dans la section 10. 
 
8. Rôles physiologiques du récepteur Met et de son ligand 
Le récepteur Met et son ligand HGF interagissent de façon paracrine. Alors que Met est 
exprimé principalement dans les cellules épithéliales, l’expression de HGF se limite aux 
cellules stromales du mésenchyme (SONNENBERG, et al., 1993). L’activation du récepteur 
Met dans les cellules épithéliales induit de nombreuses réponses biologiques conduisant à 
des programmes morphogéniques complexes (BIRCHMEIER, et al., 2003; TRUSOLINO, 
et al., 2010; NAKAMURA et MIZUNO, 2010). À cet effet, les souris génétiquement 
invalidées pour le gène met ou hgf meurent au stade embryonnaire dû à des défauts de 
développement de certains organes, dont le placenta, le foie et les muscles squelettiques 
(BIRCHMEIER et GHERARDI, 1998; BLADT, et al., 1995; UEHARA, et al., 1995).  
La formation des muscles striés, au cours du développement, implique le dermomyotome, 
une structure épithéliale qui se développe à partir des somites du mésoderme. C’est à partir 
du dermomyotome que migrent et se différencient les précurseurs myogéniques (BLADT, et 
al., 1995). Lorsque ces précurseurs sont localisés au niveau du dermomyotome, ils 
n’expriment pas de MyoD, myogénine ou d’autres facteurs de détermination myogénique, 
ceux-ci n’étant exprimés qu’après leur migration. Des travaux ont démontré que c’est 
l’activation du récepteur Met qui contrôle la migration des précurseurs myogéniques hors du 
dermomyotome vers les membres, d’où l’importance du couple Met et HGF dans le 




De plus, il a été démontré que Met et son ligand sont aussi impliqués dans le développement 
du placenta et du foie, puisque les embryons de souris invalidées génétiquement pour met ou 
le hgf ont une taille fortement réduite du foie et du placenta, par rapport aux souris de type 
sauvage. La plus petite taille du placenta de ces souris semble provoquée par un 
amincissement de la couche labyrinthique de cet organe, ce qui est causé par une diminution 
du nombre de cellules épithéliales trophoblastiques. Cette structure est impliquée dans 
l’échange de nutriments entre le sang de la mère et celui de l’embryon (SCHMIDT, et al., 
1995 et UEHARA, et al., 1995). Quant à la taille réduite du foie, c’est une apoptose massive 
des hépatocytes qui en serait responsable (SCHMIDT, et al., 1995). 
En plus de son rôle dans l’embryogenèse, des études ont validé l’importance du couple Met-
HGF dans la réparation de tissus chez l’adulte, en utilisant des modèles d’invalidation 
conditionnelle et de surexpression de Met ou de HGF (BIRCHMEIER, et al., 2003; 
TRUSOLINO, et al., 2010). Ces modèles ont permis de démontrer que les souris 
conditionnellement invalidées pour le gène Met dans l’épiderme ont une cicatrisation de 
blessures cutanées moins efficaces (CHMIELOWIEC, et al., 2007). Lorsque les souris sont 
invalidées conditionnellement pour Met dans les podocytes, des cellules spécialisées du 
glomérule du rein, elles ont une accélération de l’évolution de la protéinurie suite à un 
traitement avec l’adriamycine, un agent qui endommage spécifiquement les podocytes 
glomérulaires. Ainsi, ces souris accumulent à des proportions anormales des protéines dans 
l’urine et développent des lésions au niveau des reins (DAI, et al., 2010). Aussi, la délétion 
ciblée du récepteur Met dans les hépatocytes diminue la capacité du foie à se régénérer suite 
à une hépatectomie partielle et augmente la mort cellulaire en réponse à un traitement avec 
un antagoniste du récepteur pro-apoptotique Fas (BOROWIAK, et al., 2004; FACTOR, et 
al., 2010; HUH, et al., 2004). À l’inverse, les souris transgéniques surexprimant HGF au 
niveau du foie ont une stimulation accrue de la prolifération des hépatocytes et donc une 
taille globale du foie plus élevée (SHIOTA, et al., 1994). 
Les rôles physiologiques du récepteur Met et de son ligand HGF sont peu caractérisés au 
niveau du système digestif. En effet, les souris invalidées génétiquement pour Met ou HGF 
meurent au stade embryonnaire, avant même le développement du système digestif et aucun 




Toutefois, plusieurs évidences indiquent que la signalisation de Met/HGF jouerait des rôles 
clés au niveau de l’épithélium intestinal, tant au stade embryonnaire que chez l’adulte. Le 
développement ainsi que le maintien des cryptes intestinales lors de l’embryogenèse et chez 
l’adulte impliquent que les cellules souches de l’intestin se divisent pour donner naissance 
aux cellules progénitrices, qui elles se divisent, se polarisent et migrent rapidement à la 
surface apicale du tube digestif. Chez l’adulte, l’intégrité fonctionnelle de l’intestin est 
maintenue par un renouvèlement constant et rapide de son épithélium (CROSNIER, et al., 
2006). Des études menées chez des fœtus murins et humains, indiquent que Met et le HGF 
sont exprimés dans les cellules épithéliales intestinales lors de toutes les étapes du 
développement du système digestif. Toutefois, l’expression de l’HGF serait modulée 
positivement lors de la morphogenèse de l’épithélium digestif menant à la formation de l’axe 
crypte-villosité de l’intestin (SONNENBERG, et al., 1993, KERMORGANT, et al., 1997). 
En culture, il a été démontré que le HGF stimule la prolifération, la migration et la 
morphogenèse des cellules épithéliales intestinales (IDO, et al., 2005; BIRNKMANN, et al., 
1995). De plus, une étude a démontré que le HGF accélère la guérison de blessures de cellules 
épithéliales en culture et des lésions intestinales expérimentales in vivo, et que l’expression 
de Met et de HGF sont augmentées lors des processus de réparation de blessures (XIAN, et 
al., 2000). 
 
9. Les protéines d’échafaudage Gab 
Les protéines Gab sont des protéines multi-adaptatrices et font partie d’une famille incluant 
trois membres chez les humains, soient Gab1, Gab2 et Gab3. Elles sont dépourvues d’activité 
enzymatique, mais possèdent de nombreux motifs et domaines qui leur permettent des 
interactions protéines-protéines (GU et NEEL, 2003; NISHIDA et HIRNO, 2003). Le 
premier membre de la famille des protéines Gab, Gab1, a été isolé en 1996 de tumeurs 
médulloblastomes et gliales humaines. Il a été identifié comme étant une protéine se liant à 
Grb2 et dont la phosphorylation est hautement augmentée en réponse à l’EGF et à l’insuline 
(HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996). La protéine Gab2 a été isolée pour sa part comme 
étant un partenaire de liaison avec la phosphatase SHP2 (GU, et al., 1998), et Gab3 a été 




Gab2 sont exprimées de façon ubiquitaire (GU, et al., 1988; HOLGADO-MADRUGA, et 
al., 1996), alors que l’expression de Gab3 se limite aux tissus hématopoïétiques, dont la rate 
et le thymus (WOLF, et al., 2002). De par leur capacité à interagir avec de nombreuses 
protéines de signalisation, les protéines Gab contribuent à amplifier et diversifier les signaux 
induits par de nombreux types de récepteurs, dont les récepteurs des cytokines, les intégrines 
et les RTK. Ainsi, les protéines Gab sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires, 
incluant la prolifération, l’apoptose, la migration, l’invasion cellulaire et divers programmes 
morphogénétiques (GU et NEEL, 2003; NISHIDA et HIRANO, 2003).  
 
10. Structure des protéines Gab 
Les membres de la famille des protéines Gab possèdent une grande homologie entre eux, 
d’un point de vue structurel (Figure 5). En N-terminal, les protéines Gab ont un domaine PH 
(domaine d’homologie à la Pleckstrine), qui est en fait la région la plus conservée parmi les 
membres de cette famille. Le domaine PH permet aux protéines Gab d’interagir avec la 
membrane, via les PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates), qui sont le produit 
lipidique de la PI3K. La liaison des protéines Gab avec la membrane cellulaire est essentielle 
pour leurs fonctions biologiques. En effet, des travaux dans les cellules MDCK ont démontré 
qu’un mutant de Gab1 sans domaine PH ne permet pas la tubulogenèse dans ces cellules en 
aval du récepteur Met, et que ce domaine est aussi nécessaire à la localisation cellulaire de la 
protéine Gab1 au niveau des zones de contact cellule-cellule (MAROUN, et al., 1999).  
Les membres de la famille des protéines Gab contiennent aussi un domaine riche en prolines 
(PRD) impliqué dans les interactions protéine-protéine. Ce domaine comprend deux sites de 
liaison avec le domaine SH3 situé en C-terminal de la protéine adaptatrice Grb2. Ainsi, les 
protéines Gab interagissent indirectement avec la plupart des RTK via Grb2 grâce à ces deux 
motifs. Parmi les membres de la famille des protéines Gab, Gab1 est le seul à posséder à 
l’intérieur de sa région PRD le domaine MBD (Met-binding domain). Ce domaine a été 
identifié lors d’un criblage double-hybride chez la levure et permet à la protéine Gab1 de 
pouvoir interagir directement avec le récepteur Met (WEIDNER, et al., 1996), alors que 
Gab2 et Gab3 ne le peuvent pas. L’interaction directe entre le récepteur Met et Gab1 est 






Figure 5 : Représentation schématique de la structure des membres de la famille des 
protéines Gab illustrant les domaines impliqués dans les interactions protéine-protéine. 
 
 
MBM (Met-binding motif), qui interagit directement avec la tyrosine 1349 du récepteur Met 
(LOCK, et al., 2002, LOCK, et al., 2003). Il est déjà connu que les modes d’interaction direct 
et indirect avec le récepteur Met ont des fonctions distinctes importantes au cours du 
développement chez le modèle murin. En effet, les deux modes de recrutement de Gab1 à 
Met sont indépendamment suffisants pour soutenir la migration des précurseurs des muscles 
squelettiques, mais ils sont tous les deux requis pour le développement du foie, du placenta 
et pour la fermeture du palais chez la souris (SCHAEPER, et al., 2007). Enfin, le mode de 
recrutement direct de Gab1 est unique au récepteur Met, puisque Gab1 n’interagit que de 
façon indirecte via Grb2 avec les autres types de RTK (GU et NEEL, 2003; LIU et 
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11. Les fonctions des protéines Gab 
L’utilisation de souris invalidées génétiquement pour les gènes codant les protéines Gab a 
permis de distinguer les rôles propres des différents membres de la famille des protéines Gab. 
Les souris invalidées génétiquement pour Gab1 ont un phénotype embryonnaire létal, 
accompagné d’anomalies de développements au niveau de la peau, du cœur, des muscles 
squelettiques des membres antérieurs, du diaphragme, du foie et du placenta (ITOH, et al., 
2000; SACHS, et al., 2000). En fait, ces anomalies sont très semblables à celles observées 
chez les souris déficientes pour le gène met ou hgf (BLADT, et al., 1995; SCHMIDT, et al., 
1995). Ainsi, Gab1 joue un rôle critique dans l’embryogenèse et ces expériences consistaient 
aux premières évidences génétiques d’un lien fonctionnel entre la protéine Gab1 et la 
signalisation du récepteur Met in vivo. Quant aux souris invalidées génétiquement pour le 
gène gab2 et pour gab3, les souris sont viables et ne manifestent aucun défaut morphologique 
au cours de leur développement, excepté qu’une diminution de la réponse allergique a été 
observée pour les souris invalidées pour le gène gab2 (GU, et al., 2001; NISHIDA, et al., 
2002; SEIFFERT, et al., 2003). Jusqu’à ce jour, aucune étude n’a démontré de rôles des 
protéines Gab dans la morphogenèse du système digestif ou même dans l’épithélium 
intestinal, malgré leur importance évidente dans l’activation de nombreuses voies de 
signalisation (voir section 12 pour la signalisation des protéines Gab). 
 
12. La signalisation des protéines Gab 
Les protéines Gab1 et Gab2 peuvent interagir avec les RTK indirectement, via la protéine 
adaptatrice Grb2. Cependant, la protéine Gab1 peut lier aussi directement le récepteur Met, 
via le MBM de son domaine MBD. Peu importe leur mode d’interaction avec le récepteur, 
Gab1 et Gab2 deviennent phosphorylés sur Tyr, ce qui crée des sites de liaison pour le 
recrutement de plusieurs autres protéines de signalisation, telles que la tyrosine phosphatase 
SHP2, la sous-unité p85 de la PI3K, la PLCγ (Phospholipase Cγ) et les protéines adaptatrices 





12.1     Le complexe protéique Gab-SHP2 
La tyrosine phosphatase SHP2 interagit avec le domaine C-terminal de tous les membres de 
la famille des protéines Gab, via ses deux domaines SH2 (N-SH2 et C-SH2) (GU et NEEL, 
2003; LIU et ROHRSCHNEIDER, 2002; WOHRL, et al., 2009) et HOLGADO-
MADRUGA, et al., 1996). Le complexe Gab1-SHP2 mène à une activation soutenue de la 
voie de la MAPK via une déphosphorylation de Gab1 par SHP2 sur un site de liaison pour la 
protéine RasGAP (Ras GTPase activating protein). Étant un effecteur et régulateur négatif 
de Ras, la RasGAP serait libérée du complexe RTK-Gab par SHP2, ce qui permettrait une 
activation soutenue de la voie MAPK (MONTAGNER, et al., 2005). 
L’importance du complexe Gab1-SHP2 en aval des RTK a été démontrée dans de nombreux 
modèles cellulaires. En effet, l’expression d’un mutant de Gab1 dépourvu des sites de liaison 
avec SHP2 (Gab1ΔSHP2) dans des modèles de fibroblastes, de cellules de glioblastomes, de 
cellules MDCK et de cellules dérivées du cancer du sein inhibe l’activation de la voie MAPK 
suite à une stimulation à l’EGF (CUNNICK, et al., 2000; CUNNICK, et al., 2001; 
HOLGADO-MADRUGA et WONG, 2004; KAPOOR, et al., 2004; MENG, et al., 2005). 
De plus, l’expression de Gab1ΔSHP2 dans les fibroblastes NIH-3T3 renverse la 
transformation induite par l’EGF et inhibe la prolifération (HOLGADO-MADRUGA et 
WONG, 2004). De façon intéressante, il a été observé que la diminution de l’expression de 
Gab1 par approche d’interférence à l’ARN bloque l’activation de la voie MAPK, la migration 
et la formation de capillaires en aval du récepteur au facteur de croissance de l’endothélium 
vasculaire (VEGFR) dans les cellules endothéliales vasculaires humaines. La surexpression 
du mutant Gab1ΔSHP2 cause le même phénotype dans ce modèle cellulaire, démontrant le 
rôle important du complexe Gab1-SHP2 (LARAMÉE, et al., 2007). De la même manière, 
dans les cellules endothéliales stimulées au HGF, la migration et la prolifération semblent 
aussi être dépendantes de ce complexe pour l’activation de la voie MAPK (SHIOYAMA, et 
al., 2011). L’expression de Gab1ΔSHP2 dans les MDCK diminue la capacité de Met à 
induire l’activation soutenue de la MAPK ainsi que la tubulogenèse (MAROUN, et al., 
2000). Une étude menée chez les oocytes de Xenopus a démontré également que le 
recrutement de SHP2 était nécessaire à l’activation de la MAPK et à la progression du cycle 




Finalement, les souris qui expriment le mutant Gab1ΔSHP2 meurent à un stade embryonnaire 
et présentent des défauts dans la migration des cellules progénitrices musculaires et au niveau 
du placenta (SCHAEPPER, et al., 2007). Ainsi, toutes ces études illustrent l’importance 
physiologique du complexe Gab-SHP2 et de l’activation de la voie des MAPK dans de 
nombreuses fonctions biologiques engagées par les RTK. 
 
12.2     Le complexe protéique Gab-PI3K 
Les protéines Gab possèdent plusieurs sites de recrutement pour sa liaison avec le domaine 
SH2 de la sous-unité p85 de la PI3K (GU, et al., 2000; HOLGADO-MADRUGA, et al., 
1997). La PI3K est l’une des plus importantes protéines de signalisation interagissant avec 
les protéines Gab, car elle est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques en aval 
des RTK, telles que la prolifération, la différenciation cellulaire, la migration et l’invasion 
(révisé dans GU et NEEL, 2003; LIU et ROHRSCHNEIDER, 2002;  WOHRLE, et al., 
2009). Le complexe Gab-PI3K mène à l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT, 
qui joue un rôle central dans la survie cellulaire. Ce complexe est d’autant plus important 
chez les RTK qui ne possèdent pas de sites d’interaction directe avec la PI3K, tels que Met, 
les récepteurs à l’EGF ou le VEGFR-2 (CARON, et al., 2009; DANCE, et al., 2006; 
KORHONEN, et al., 1999; MATTON, et al., 2004). Ainsi, les protéines Gab, en complexe 
avec la PI3K, servent d’intermédiaire entre les RTK et la voie PI3K/AKT. 
La PI3K joue un rôle important pour la localisation cellulaire des protéines Gab et leurs 
fonctions. En effet, la PI3K produit le PIP3, qui est le phospholipide membranaire 
préférentiel pour la liaison du domaine PH des protéines Gab. De cette façon, l’activation de 
la PI3K assure la mobilisation des protéines Gab à la membrane, ce qui crée entre autres une 
boucle d’activation des voies de Gab1, dont celle induite par SHP2. (MAROUN, et al., 1999; 
RODRIGUES, et al., 2000). En effet, un traitement des cellules MDCK avec un inhibiteur 
de la PI3K, le LY294200, empêche la localisation de Gab1 aux zones de contact cellule-
cellule en réponse au HGF, ainsi que la dispersion cellulaire et la tubulogenèse (MAROUN, 
et al., 1999; ROYAL et PARK 1995; ROYAL, et al., 1997). La diminution de la formation 




la protéine Gab1 dépourvue de son domaine PH (MAROUN, et al., 1999). La mobilisation 
de Gab1 à la membrane et au récepteur du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 
(VEGF) actif induit la voie PI3K/AKT et la migration cellulaire aussi dans les cellules 
endothéliales (LAMAREE, et al., 2007). Les souris transgéniques ayant une substitution du 
gène gab1 remplacé par un mutant de Gab1 (Gab1Δp85) sont viables, mais affichent des 
défauts dans la fermeture des paupières chez les embryons, causés par une diminution de la 
migration des kératinocytes de la peau en réponse à l’activation du récepteur à l’EGF 
(SCHAEPER, et al., 2007). Dans les cellules de la granulosa ovarienne, la surexpression de 
Gab2 augmente la phosphorylation d’AKT induite par l’hormone FSH (Follicule-stimulating 
hormone), ce qui a pour effet de promouvoir la prolifération, l’inhibition de l’apoptose et la 
différentiation de ces cellules (HUNZICKER-DUNN, et al., 2012). Des travaux effectués 
dans des cellules endothéliales stimulées au VEGF en utilisant des approches d’interférence 
à l’ARN messager, ont permis de démontrer que les protéines Gab1 et Gab2, dans ce modèle, 
ont des rôles différentiels. En effet, l’expression d’un shARN dirigé contre Gab1 induit une 
baisse de la phosphorylation d’AKT, alors que l’expression d’un shARN dirigé contre Gab2 
augment la phosphorylation d’AKT. Il en résulte que la diminution de Gab1 dans les cellules 
endothéliales stimulées au VEGF réduit la survie cellulaire, alors que la diminution de Gab2 
la promeut (CARON, et al., 2009). Ainsi, les protéines Gab sont importantes dans la 
régulation de la voie PI3K en aval des RTK, mais il y a des évidences dans la littérature qui 
indiquent que Gab1 et Gab2 n’ont pas les mêmes rôles dans l’activation de cette voie.   
 
12.3     Autres complexes protéiques des protéines Gab 
Les rôles des complexes protéiques de Gab1 avec SHP2 ou la PI3K sont bien caractérisés 
dans la littérature, mais des études démontrent aussi que les complexes formés des protéines 
Gab avec la PLCγ, Crk et Nck ont aussi leur importance (révisé dans GU et NEEL, 2003; 
LIU et ROHRSCHNEIDER, 2002; WHORLE, et al., 2009). Pour les cellules MDCK, le 
complexe Gab1-PLCγ ne semble pas essentiel pour la dispersion cellulaire, mais la 
signalisation PLCγ l’est pour les changements morphologiques induits par HGF (GUAL, et 
al., 2000). Chez les Xenopus, l’activation de la voie de la PLCγ est nécessaire en aval de Tpr-




de morphogenèse aberrant (ISHIMURA, et al., 2006). La protéine adaptatrice Crk/CrkL 
semblerait, quant à elle, être davantage impliquée dans la croissance, la migration, l’invasion 
cellulaire et la formation de tubules. D’ailleurs, la surexpression de Crk dans les cellules 
MDCK promeut la formation de tubules en réponse à l’EGF, alors que ces cellules en sont 
incapables normalement (LAMORTE, et al., 2002). Enfin, l’interaction entre Gab1 et la 
protéine Nck est essentielle, en aval du récepteur Met, pour l’induction de la morphogenèse 
épithéliale et de la formation de protrusions membranaires spécialisées à la surface dorsale 
des cellules MDCK (ABELLA, et al., 2010; ABELLA, et al., 2010). Ces structures, 
communément nommés «dorsal ruffles», sont en fait des extensions riches en actine 
filamenteuse qui forment des microdomaines de signalisation impliquées dans la migration 
cellulaire dirigée (BUCCIONE, et al., 2004).  
Pour résumer, chacun des complexes protéiques formés par les protéines Gab ont des 
fonctions spécifiques, leur permettant de contribuer à l’amplification et l’intégration de 
nombreux signaux intracellulaires en aval des RTK. 
 
13. Dérégulation du couple HGF-Met et des protéines Gab dans le cancer 
L’activation des RTK par leur ligand, tel que discuté précédemment, engage à l’intérieur des 
cellules diverses cascades de signalisation menant à la stimulation d’une variété de réponses 
biologiques telles que la prolifération, la survie cellulaire, TEM, la migration et l’invasion. 
Lorsque ces fonctions biologiques sont contrôlées de façon aberrante, elles peuvent 
contribuer à l’initiation et la progression métastatiques de cancers (HANAHAN et 
WEINBERG, 2011), ce qui fait en sorte que la dérégulation des RTK et des voies de 
signalisation qu’ils engagent sont des évènements souvent rencontrés dans les cancers 
humains (HANAHAN et WEINBERG, 2011; BLUME-JENSEN et HUNTER, 2001; 








13.1     Mécanismes impliqués dans la dérégulation des RTK dans le cancer 
Différents mécanismes de dérégulation des RTK dans le cancer ont été identifiés, tels que les 
mutations activatrices ainsi que la formation de boucles autocrines et/ou paracrines suite à 
une surexpression membranaire du récepteur et/ou du ligand (BIRCHMEIER, et al., 2003; 
TRUSOLINO, et al., 2010). Le récepteur Met n’échappe pas à ces dérégulations. En effet, 
des mutations activatrices du gène MET ont été identifiées dans certains cancers du rein 
papillaires héréditaires et de l’estomac (mutations germinales), des glioblastomes, des 
hépatocarcinomes et des mélanomes, ainsi que des cancers bronchiques et gastriques 
(mutations somatiques). Ces mutations au niveau du récepteur Met se situent principalement 
dans le domaine TK du récepteur, mais peuvent aussi se retrouver au niveau des domaines 
régulateurs extracellulaires Sema et juxtamembranaire. Pour ce qui est des boucles autocrines 
et paracrines, celles-ci impliquent une activation transcriptionnelle des gènes codant pour 
Met et/ou HGF. En fait, le gène codant pour le récepteur Met est amplifié dans environ 10 à 
20 % des carcinomes gastriques et dans certains types de cancers de l’œsophage 
(SAKAKURA, et al., 1999; HOULDSWORTH, et al., 1990). Ces boucles d’activation du 
récepteur Met sont principalement de type autocrine dans les ostéosarcomes et les 
glioblastomes, mais seraient plutôt paracrine dans le cancer de sein, de la prostate et du 
poumon (BIRCHEIMER, et al., 2003). Dans le cas du cancer du sein, la dérégulation de la 
signalisation du récepteur Met est due à une sécrétion du HGF par les cellules saines du 
stroma péritumoral et à une surexpression du récepteur Met dans les cellules épithéliales 
cancéreuses de la glande mammaire (LENGYEL, et al., 2005). Ainsi, de nombreux 
mécanismes peuvent donc mener à la dérégulation du récepteur Met et ceux-ci varient selon 
le type de cancer. Il n’en reste pas moins que dans tous les cas, ces mécanismes mènent à une 
régulation aberrante des voies de signalisation intracellulaires du récepteur Met. 
 
13.2     La dérégulation des protéines Gab dans le cancer 
Les protéines Gab sont des protéines adaptatrices importantes pour l’engagement de 
nombreuses fonctions biologiques. Il n’est donc pas surprenant qu’elles soient aussi 




de Gab2 est augmentée tout au long de la progression de la leucémie myéloïde chronique 
(LMC), et de certains cancers gastriques, du sein et du poumon. Le gène GAB2 se retrouve 
amplifié de façon récurrente dans les cancers de l’ovaire et du sein (AUMANN, et al., 2011; 
FLEUREN, et al., 2010; KE, et al., 2007; LEE, et al., 2007; XU, et al., 2011). Dans les 
cellules cancéreuses ovariennes, il a été démontré que la surexpression de Gab2 favorisait la 
migration et l’invasion, et régulait négativement l’expression de la E-cadhérine, tandis que 
la diminution de son niveau d’expression a les effets inverses sur ces mêmes fonctions 
biologiques (WANG, et al., 2011). La transformation cellulaire induite par l’oncogène Bcr-
Abl, qui se retrouve dans la plupart des LMC, serait aussi dépendante de Gab2 (SATTLER, 
et al., 2002). La capacité proliférative des cellules MCF10A, des cellules épithéliales 
humaines du sein immortalisées, mais non transformées, est augmentée par la surexpression 
de Gab2, lorsque cultivées en trois dimensions (BENTIRES-ALJ, et al., 2006). Finalement, 
dans un modèle murin de carcinogenèse de la glande mammaire induite par une forme active 
du récepteur ErbB2 [souris transgéniques MMTV (Mouse mammary tumor virus)-ErbB2 
(Her2/EGFR2)], la perte de Gab2 diminue la formation de tumeurs et de métastases (KE, et 
al., 2007). Ainsi, la contribution de la dérégulation du gène ou de la protéine de Gab2 dans 
les cancers est bien connue dans la littérature. 
Quant à Gab1, de façon surprenante, il n’y a aucune évidence clinique de l’implication de 
Gab1 dans le cancer, malgré le fait que plusieurs études dans divers modèles soutiennent que 
Gab1 joue un rôle essentiel pour la transformation oncogénique induite en aval des RTK, 
dont les membres de la famille des récepteurs à l’EGF, à l’insuline et le récepteur Met 
(HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996; MOOD, et al., 2006; YAMASAKI, et al., 2003). 
Par exemple, la surexpression de Gab1 dans les cellules fibroblastiques induit la 
transformation et la croissance indépendamment de l’ancrage à la matrice lorsque stimulées 
par l’EGF et l’insuline, alors que ces réponses sont réprimées dans les cellules dont Gab1 
n’est pas surexprimé (HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996; YAMASAKI, et al., 2003). 
13.3     Signalisation du récepteur Met dans les cellules fibroblastiques 
Les mécanismes et la signalisation impliqués dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met 
ont été caractérisés principalement dans des modèles de cellules fibroblastiques 




effet, il a été démontré que l’expression de l’oncoprotéine Tpr-Met ou des formes actives du 
récepteur Met induit la transformation des cellules fibroblastiques et leur confère une variété 
de propriétés oncogéniques in vitro, dont la croissance au-delà la confluence, la croissance 
en absence d’ancrage à la matrice extracellulaire, la migration et l’invasion. De plus, ces 
formes oncogéniques de Met induisent aussi dans ces cellules un pouvoir angiogénique, 
tumorigénique et métastatique in vivo (SAUCIER, et al., 2004; VANDE WOUD, et al., 2004; 
FIXMAN, et al. 1995; JEFFERS, et al., 1997; JEFFERS, et al., 1998; RODRIGUES et 
PARK, 1993). 
Les études de structure et de fonctions menées avec Tpr-Met dans les fibroblastes ont 
démontrés que l’activité kinasique du récepteur et la phosphorylation de la Tyr 1356 (Tyr 
489 pour Tpr-Met) jouent un rôle essentiel dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met. 
Par contre, la phosphorylation de la Tyr 1349 (Tyr 482 pour Tpr-Met), qui correspond au site 
de liaison directe de Gab1 avec Met, n’est pas requise. Aussi, l’utilisation d’un mutant de 
Tpr-Met invalidé pour le recrutement direct de Grb2 (Tpr-Met-N491H) diminue de 80% la 
capacité de Tpr-Met à transformer les fibroblastes (FIXMAN, et al., 1996, PONZETTO, et 
al., 1996). Enfin, le recrutement exclusif de Grb2 à Tpr-Met est suffisant pour induire la 
transformation, la croissance au-delà la confluence et sans ancrage à la matrice 
extracellulaire, la migration et l’invasion de même que le pouvoir tumorigénique et 
métastatique in vivo, mais à des niveaux inférieurs à ceux de Tpr-Met WT (SAUCIER, et al., 
2002). Ces travaux démontrent l’importance de la protéine Grb2 dans le pouvoir oncogénique 
de Met. 
En plus de son rôle dans la transformation et dans le pouvoir oncogénique, les études 
effectuées dans les fibroblastes ont permis d’identifier que Met est aussi impliqué dans 
l’induction de l’angiogenèse. Pour la croissance des tumeurs solides, la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vascularisation déjà existante (GRANT, et al., 1993) 
est un processus essentiel (BERGERS et BENJAMIN, 2003; FLOKMAN, 1971). Le 
récepteur Met a un rôle dans l’angiogenèse, car il permet la régulation positive de la sécrétion 
du VEGF et régule négativement la thrombospondine-1 (TSP-1), qui sont respectivement un 
inducteur et un inhibiteur de l’angiogenèse (SAUCIER, et al., 2004; ZHANG, et al., 2003). 




induire l’angiogenèse et la croissance des tumeurs par le récepteur Met et par le RTK 
VEGFR-2 (SAUCIER, et al., 2004). 
Comme discuté précédemment, l’interaction des RTK avec les protéines effectrices Grb2 et 
Shc permet le recrutement des protéines d’échafaudage Gab, ce qui permet l’engagement de 
multiples voies de signalisation, dont celle de la MAPK, qui sont impliquées dans la 
carcinogenèse. L’utilisation d’une approche dominante négative supporte que l’engagement 
des voies de signalisation de la protéine Gab1 est essentiel pour le pouvoir oncogénique du 
récepteur Met dans les fibroblastes. En effet, des études menés dans les cellules Fr3T3 (Fisher 
Rat 3T3 fibroblast) exprimant Tpr-Met ont permis de démontrer que l’engagement des 
signaux Gab1-dépendants en aval du récepteur Met est essentiel pour l’induction de la 
prolifération et de la transformation cellulaire oncogénique de ces cellules (MOOD, et al., 
2006).  
 
13.4     La dérégulation du couple HGF-Met dans le CCR 
La séquence adénome carcinome des CCR est bien reconnue d’être associée avec une 
dérégulation des RTK, et que cette dernière jouerait un rôle important dans la progression de 
ce cancer. La dérégulation des RTK dans le CCR n’impliquerait pas des altérations 
génétiques sur les RTK eux-mêmes, mais plutôt la formation de boucles activatrices (révisé 
dans SAUCIER et RIVARD, 2010).  
Les évidences cliniques et expérimentales d’un rôle fondamental de la dérégulation de la 
signalisation HGF-Met dans l’initiation et la progression métastatique des CCR sont 
probantes et nombreuses. En effet, l’expression de récepteur Met et HGF, sont souvent 
augmentées dans les lésions primaires de CCR et dans les métastases. Ainsi, il est connu que 
dans la majorité des CCR, les niveaux d’expression de HGF dans les cellules du stroma sont 
augmentés dans les spécimens tumoraux par rapport à la muqueuse normale. Cela se produit 
dès les stades précoces de la maladie, et même dans les adénomes ayant un faible degré de 
dysplasie. Le récepteur Met est surexprimé dans pratiquement tous les carcinomes 
colorectaux invasifs et son gène est amplifié dans environ 10% des métastases colorectales 




1992; OTTE, et al., 2000). De façon importante, le niveau d’expression du récepteur Met 
dans les tumeurs primaires de CCR aux stades précoces corrèle bien avec l’indication du 
potentiel invasif et métastatique. De plus, l’expression des gènes MET et HGF dans les 
spécimens colorectaux normaux est un indicateur indépendant du pronostic (DI RENZO, et 
al., 1995; FAZEKAS, et al., 2000; KAMMULA, et al., 2007; STEIN, et al., 2009; 
TAKEUCHI, et al., 2003).  
En culture, une stimulation au HGF ou une surexpression de Met dans des lignées cellulaires 
de cancers colorectaux humains et murins promeut des propriétés métastatiques, dont la 
dispersion cellulaire, la migration et l’invasion (FASSETTA, et al., 2006; KATAOKA, et 
al., 2000; KERMORGANT, et al., 2001; LONG, et al., 2003; STEIN, et al., 2009). De façon 
cohérente, une inhibition de la signalisation de Met par des approches variées dans des 
lignées cellulaires cancéreuses colorectales hautement métastatiques diminue leur pouvoir 
métastatique in vivo, en ayant un effet négatif sur la migration et l’invasion (ARENA, et al., 
2007; HERYNK, et al., 2003; PARR, et al., 2000; STEIN, et al., 2009; VAN DER HORST, 
et al., 2009; WEN, et al., 2004; WEN, et al., 2007). Tous ces résultats suggèrent que 
l’interaction paracrine entre le récepteur Met et son ligand HGF prenant place de façon 
aberrante au sein du microenvironnement des carcinomes colorectaux jouerait un rôle 
déterminant dans l’initiation et la progression du CCR. 
Afin de caractériser les voies de signalisation en aval du récepteur Met dans les cellules 
épithéliales intestinales IEC-6, nous avons, au laboratoire, développé un modèle d’étude, soit 
les IEC-6 qui expriment l’oncoprotéine Tpr-Met (Bernier, et al., 2010). Ce modèle nous a 
permis de démontrer qu’in vivo, ces cellules présentent une morphologie de cellules 
transformées, qu’elles acquièrent une perte d’inhibition de contact, une résistance à 
l’anoïkose, une capacité de migration et d’invasion accrue, ainsi que ces cellules développent 
un pouvoir angiogénique, tumorigénique et métastatique in vivo. En d’autres mots, ces 
travaux indiquent qu’une dérégulation oncogénique du récepteur Met transforme les cellules 






13.5     La signalisation de Met dans le CCR 
Quoique la dérégulation des RTK soit considérée un facteur majeur dans la carcinogenèse 
colorectale, il y a très peu de connu sur les rôles des protéines associées aux RTK dans le 
CCR (SAUCIER et RIVARD, 2010). Il y a toutefois une étude qui suggère une implication 
de la protéine adaptatrice Grb2 dans le CCR. En effet, il a été démontré que les cellules 
métastatiques de CCR expriment des niveaux plus élevés du gène grb2 que les tumeurs 
primaires (YU, et al., 2008). De plus, une corrélation a été observée entre les niveaux 
protéiques de Grb2 dans les tumeurs primaires et la présence de métastases hépatiques. Cette 
étude démontre aussi qu’un traitement avec un antagoniste du domaine SH2 de Grb2 diminue 
la migration des cellules SW620 de CCR en culture.  
En lien avec ces observations, nous avons démontré, en utilisant des formes variantes de Tpr-
Met modifiés afin qu’il ne puissent se lier qu’à une seule protéine de signalisation, que 
l’activation oncogénique des voies de signalisation en aval de Grb2 ou de Shc est suffisante 
pour induire de nombreux processus cancéreux dans les cellules épithéliales intestinales IEC-
6 (POMERLEAU, et al., 2014). Ces processus incluent une TEM, une capacité accrue de 
croître au-delà la confluence et sans ancrage à la matrice extracellulaire, de résistance à 
l’anoïkose, de migration et d’invasion. Contradictoirement à ces résultats, dans les cellules 
cancéreuses colorectales humaine DLD-1 où K-Ras est actif constitutivement, le recrutement 
sélectif de Grb2 ou de Shc à Met n’est pas suffisant pour augmenter le potentiel 
tumorigénique et métastatique de ces cellules, tel qu’observé suivant la surexpression de 
mutants du récepteur Met. Dans le cas du recrutement sélectif de Grb2 ou de Shc à Met,  c’est 
le complexe Gab1-SHP2 qui serait impliqué (SEIDEN-LONG, et al., 2008).  
Finalement, au laboratoire, nous avons utilisé une approche dominante négative en 
surexprimant le MBD de Gab1 dans les cellules IEC-6 qui expriment l’oncoprotéine Tpr-
Met. Cet approche repose sur le fait que le MBD de Gab1 possède à la fois un site de 
recrutement direct et indirect (Grb2-dépendant) à Met. Ainsi, celui-ci agirait en tant que 
dominant négatif en empêchant l’interaction des protéines Gab1 et Gab2 avec le récepteur 
Met (Figure 6A). Nos résultats suggèrent que les protéines Gab sont essentielles pour le 
pouvoir oncogénique de Met dans les cellules épithéliales, puisque la surexpression du MBD 




morphologie fibroblastique, pour ressembler d’avantage aux cellules IEC-6 parentales. De 
plus, leur croissance diminue, elles perdent leur capacité à croître au-delà la confluence et 
sans ancrage à la matrice extracellulaire ainsi que leurs capacités oncogéniques 
lorsqu’injectées dans les souris (Figure 6B) (CHÉRIF, et al., non publié). Quoique 
l’approche dominante négative du MBD de Gab1 indique l’importance des protéines Gab en 
aval du récepteur Met, elle ne permet pas de discerner les rôles de Gab1 de ceux de Gab2. 
 
 
Figure 6 : Approche dominante négative de Gab1. 
A. Nous proposons qu’en surexprimant le domaine MBD de Gab1 dans les cellules IEC-6 
transformées par Tpr-Met, nous empêchons à la fois le recrutement des protéines Gab1 et 
Gab2 à Met. B. L’approche dominante négative de Gab1 restaure une morphologie 
épithéliale aux cellules Tpr-Met-IEC-6 (CHÉRIF, et al., non publié).  
 
14. Hypothèse et objectifs de recherche 
Les drogues utilisées en clinique ciblant les RTK pour le traitement des CCR métastatiques 
sont prometteuses, mais les résultats observés à ce jour sont plutôt modestes (SAUCIER et 
RIVARD, 2010). Le fait que ces drogues ne ciblent qu’un seul RTK est probablement une 
des causes expliquant la résistance observée à ces thérapies, compte tenu de l’hétérogénéité 
des RTK dérégulés dans le cancer. Pour contrer cette faiblesse de ce type de traitement, cibler 
plutôt les protéines effectrices qui elles peuvent être engagées par plusieurs RTK, telles que 




























bonne alternative (SAUCIER et RIVARD, 2010). Ainsi, c’est pour cette raison que la 
connaissance approfondie de la contribution des protéines de signalisation engagées par les 
RTK dans l’initiation et la progression des CCR est primordiale pour l’élaboration de 
nouvelles thérapies contre le CCR. Malheureusement, en ce moment, les voies de 
signalisation des RTK impliquées dans la transformation oncogénique des cellules 
épithéliales intestinales restent très peu caractérisées, surtout en ce qui a trait aux rôles des 
protéines d’échafaudage Gab. 
Nous avons vu précédemment de nombreuses évidences qui appuient un rôle important des 
protéines Gab dans la signalisation de Met, et que ces protéines sont impliquées dans divers 
processus cancéreux. De plus, les résultats que nous avons obtenus indiquent que 
l’engagement des protéines effectrices Grb2 et Shc, permettant le recrutement de Gab1 et de 
Gab2 aux RTK, est suffisant pour induire un pouvoir oncogénique aux cellules IEC-6 
(POMERLEAU, et al., 2014). Dans la littérature, certains travaux démontrent que Gab1 et 
Gab2 n’ont pas les mêmes rôles selon les contextes cellulaires (CARON, et al., 2009, TAN, 
et al., 2013). Enfin, les travaux effectués dans notre laboratoire par approche dominante 
négative indiquent que les protéines Gab sont requises pour le pouvoir oncogénique du 
récepteur Met dans les cellules IEC-6 (CHÉRIF, et al., non publié).  
Compte tenu de toutes ces évidences, nous avons proposé comme hypothèse que les 
protéines Gab1 et Gab2 ont des rôles distincts dans les capacités oncogéniques du récepteur 
Met dans les cellules épithéliales intestinales. Afin de répondre à notre hypothèse, nous avons 
posé comme premier objectif de valider l’expression des protéines Gab1 et Gab2 dans les 
cellules IEC-6 et leur phosphorylation dans notre modèle cellulaire Tpr-Met-IEC-6. Notre 
second objectif était de définir les conséquences d’une perte spécifique de Gab1 et de Gab2, 










MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
1. Vecteurs et ADN 
Le plasmide pBabe encodant pour la protéine Gab2 de souris avec deux étiquettes HA 
(hémagglutinine) en C-terminal a été généreusement offert par le Dr. Haihua Gu (University 
of Colorado, CO, USA). Le vecteur pLentiU6-puromycine a été obtenu du laboratoire de la 
Dre Nathalie Rivard (Université de Sherbrooke, QC, CA) et le vecteur pLentiU6-blasticidine 
du Dr. Dominique Jean (Université de Sherbrooke, QC, CA). Les constructions générées 
comprennent le shARN contrôle et le shARN dirigé contre Gab1 de souris et de rat clonés 
dans le vecteur pLentiU6-blasticidine, et le shARN contrôle et le shARN ciblant Gab2 de rat, 
qui ont été clonés dans le vecteur pLentiU6-puromycine. Les séquences de toutes les 
constructions utilisées ont été confirmées par séquençage. 
 
2. Culture cellulaire 
CONDITION DE CULTURE 
Toutes les cellules ont été maintenues dans du milieu normal, sauf si une indication contraire 
est mentionnée. Ce milieu se compose de DMEM comprenant 4,5 g/L de glucose, 5,84 g/L 
de L-glutamine et 110 mg/L de sodium pyruvate (Dulbecco’s modified Eagle’s medium ; 
WISENT Inc., St-Bruno, QC, CA) et est supplémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (FBS 
; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) et de 50 µg/mL de gentamicine (WISENT Inc.). 
Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues dans une atmosphère humidifiée comprenant 
5 % de CO2 et à 37 °C, ce qui correspond aux conditions de culture normale. Le passage des 
cellules a été réalisé suivant leur détachement avec de la trypsine 0,25 % supplémenté de 0,1 
% EDTA (WISENT Inc.). 
 
DESCRIPTION DE LA LIGNÉE CELLULAIRE IEC-6 
Les cellules épithéliales IEC-6 sont issues de la crypte intestinale de rat nouveau-né. Elles 




immortalisées et possèdent des caractéristiques typiques de cellules indifférenciées de la 
crypte intestinale, dont une morphologie de cellules épithéliales qui forment des contacts 
cellule-cellule (QUARONI, et al., 1976), une croissance inhibée au contact et dépendante de 
l’ancrage à la matrice extracellulaire et l’incapacité de former des tumeurs lorsqu’elles sont 
injectées de façon sous-cutanée dans des souris nues (BERNIER, et al., 2010 et QUARONI, 
et al., 1979). 
 
DESCRIPTION DE LA POPULATION CELLULAIRE TPR-MET-IEC-6 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 sont des populations de cellules IEC-6 qui expriment 
l’oncoprotéine Tpr-Met. Ces populations ont été générés dans notre laboratoire par infection 
rétrovirale (BERNIER, et al., 2010). Lorsque les cellules IEC-6 expriment Tpr-Met, elles se 
transforment en acquérant une morphologie fibroblastique. De plus, plusieurs fonctions 
biologiques sont modifiées; leur prolifération augmente, elles possèdent la capacité de croître 
au-delà la confluence et sans ancrage à la matrice extracellulaire. De plus, les cellules Tpr-
Met-IEC-6 ont la capacité in vivo d’induire l’angiogenèse et forment des tumeurs lorsqu’elles 
sont injectées de façon sous-cutanée dans des souris nues (CD1 nu/nu). Elles forment aussi 
des métastases expérimentales au niveau du poumon lorsqu’injectées dans la veine queue et 
au niveau du foie lorsqu’injectées dans la rate (BERNIER, et al., 2010).  
 
DESCRIPTION DES POPULATIONS CELLULAIRES STABLES IEC-6 shGAB1 
Les populations cellulaires Tpr-Met-IEC-6 exprimant un shARN dirigé spécifiquement 
contre Gab1 et le shARN contrôle ont été générées par infection lentivirale en utilisant les 
ADN d’un shARN de séquence aléatoire (shCtrl) et d’un shARN ciblant Gab1 (shGab1) sous 
le contrôle du vecteur pLentiU6-blasticidine. Ces nouvelles populations ont été maintenues 
dans le milieu normal supplémenté d’un agent de sélection, soit la blasticidine (WISENT 





DESCRIPTION DES POPULATIONS CELLULAIRES STABLES TPR-MET-IEC-6 
shGAB1 
Les populations cellulaires IEC-6 exprimant un shARN dirigé spécifiquement contre Gab1 
et le shARN contrôle ont été aussi générées par infection lentivirale en utilisant les ADN 
d’un shARN de séquence aléatoire (shCtrl) et d’un shARN ciblant Gab1 (shGab1) sous le 
contrôle du vecteur pLentiU6-blasticidine. Elles ont été maintenues dans le milieu normal 
supplémenté d’un agent de sélection, la blasticidine (WISENT Inc.), à 5 µg/ml. Par la suite, 
ces populations ont été infectées par infection rétrovirale avec l’ADN de Tpr-Met. Ces 
nouvelles populations ont été maintenues dans le milieu normal supplémenté de deux agents 
de sélection, soient la blasticidine (WISENT Inc.), à 5 µg/ml et la G418 (Life Technologies), 
à 0,4 mg/ml. 
 
DESCRIPTION DES POPULATIONS CELLULAIRES STABLES TPR-MET-IEC-6 
shGAB2 
Les populations cellulaires Tpr-Met-IEC-6 exprimant un shARN dirigé spécifiquement 
contre Gab2 ainsi que le shARN contrôle ont été générées par infection lentivirale en utilisant 
les ADN codant pour un shARN de séquence aléatoire (shCtrl) et d’un shARN ciblant Gab2 
(shGab2) sous le contrôle du vecteur pLenti-U6-blasticidine. Ces nouvelles populations ont 
aussi été maintenues dans le milieu normal supplémenté d’un agent de sélection, la 
blasticidine (WISENT Inc.), à 5 µg/ml. 
 
DESCRIPTION DES POPULATIONS CELLULAIRES STABLES TPR-MET-IEC-6 
SUREXPRIMANT GAB2 
Les populations cellulaires Tpr-Met-IEC-6 surexprimant Gab2WT ainsi que le vecteur vide 
ont été générées par infection rétrovirale en utilisant les ADN codant pour Gab2WT ainsi 
que le vecteur vide, pBabe-puromycine. Ces nouvelles populations ont été maintenues dans 





2.1 Production de particules virales 
Les cellules embryonnaires humaines de rein, HEK 293T, ont été utilisées pour produire les 
virions. Ces cellules expriment l’antigène large T du virus SV40, ce qui leur permet un niveau 
de réplication élevé. Un nombre de 400 000 cellules par Pétri de 10 cm dans du milieu normal 
a d’abord été ensemencé. Le lendemain, le milieu de culture des cellules HEK 293T a été 
remplacé par du milieu OptiMEM (Life Technologies) sans antibiotiques. Pour les rétrovirus 
(pBabe-puro vide et pBabe-puro/Gab2WT), 5 µg d’ADN des vecteurs d’intérêt ont été co-
transfectés avec 1 µg des ADN pVPack-GP (vecteur codant pour les protéines virales Gal et 
Pol) et pVPack-VSV-G (encodant pour l’enveloppe glycoprotéique du virus de la stomatite 
vésiculaire). Pour les lentivirus (pLenti-U6-puro/shCtrl et pLenti-U6-puro/shGab2), 3 µg 
d’ADN des vecteurs d’intérêt ont été co-transfectés avec 3 µg des ADN pLP1 (encodant pour 
les protéines virales Gag et Pol), pLP2 (encodant pour la protéine viral Rev) et pLP/VSV-G 
(vecteurs de productions de lentivirus). Le lendemain de l’ensemencement, les co-
transfections, autant pour les rétrovirus que les lentivirus, ont été réalisées en présence de la 
Lipofectamine 2 000 (Life Technologies) avec un ratio 2 µL pour 1 µg d’ADN dans 
l’OptiMEM sans sérum. Après 24 heures, le milieu des cellules co-transfectées a été changé 
pour du milieu normal supplémenté de 10 % sérum dont le complément a été inactivé à la 
chaleur, 30 minutes à 56 °C (TRIGLIA et LINSCOTT, 1980). Après une incubation de 48 
heures, le milieu des cellules HEK 293T, contenant les virions produits en suspension, a été 
récolté et filtré sur membrane de PVDF ayant des pores de 0,45 µm (Millipore, Ireland) pour 
éliminer les débris cellulaires. Les virus récoltés et filtrés ont été ensuite aliquotés et 
conservés à -80 °C. 
 
2.2 Infections rétrovirales et lentivirales 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 et IEC-6 ont été ensemencées dans du milieu normal à une 
densité de 50 000 cellules par puits dans des plaques 6 puits. Le lendemain, les puits ont été 
rincés avec du milieu sans sérum avant l’ajout d’une suspension virale de 1 mL comprenant 
4 µg/mL de polybrène (Sigma-Aldrich, ON, CA). Suite à une incubation de 4 heures, 3 mL 
de milieu supplémenté de 10 % sérum inactivé à la chaleur ont été ajoutés à chacun des puits. 




supplémenté de l’agent de sélection, soit, 5 µg/mL de blasticidine pour les populations 
shGab1 et shGab2, 2 µg/mL de puromycine pour les populations surexprimant Gab2 et enfin 
5 µg/mL de blasticidine ainsi que 2 µg/mL de puromycine pour les populations IEC-6 
shGab1qui expriment Tpr-Met. Ces milieux correspondent à la fois à leur milieu de sélection 
et de maintien. La répression de Gab1 comme la répression et surexpression de Gab2 ont été 
validées suivant une sélection d’au moins une semaine. 
3. Analyses protéiques 
3.1 Préparation des lysats cellulaires 
Des lysats cellulaires ont été préparés afin de permette l’analyse par immunobuvardage des 
diverses protéines d’intérêt dans les différentes populations de cellules générées. Les lyses 
des cellules ont été faites avec le tampon RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay : 50 mM 
Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5 % sodium desoxycholate et 0.1 % SDS [sodium 
dodécyl sulfate]). Juste avant les lyses, des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (10 
µg/mL chaque d’aprotinine et de leupeptine (Roche), 1 mM chaque de PMSF ([fluoride 
phenylmethylsulfonyl], Roche) et de Na3VO4 ([sodium vanadate], Fischer Scientific, MA, 
USA)) ont été ajoutés au tampon de lyse. Les lysats cellulaires ont été incubés sur glace 
pendant 15 minutes, soniqués et conservés à -80 °C. Le dosage protéique des lysats a été 
effectué selon la méthode de réaction colorimétrique Lowry (LOWRY et al., 1951) avec les 
réactifs DC Protein Assay Kit1 (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Les courbes standard ont 
été générées en utilisant la protéine BSA (Albumine de Sérum Bovin Fraction V, Roche). 
 
3.2 Immunobuvardages (IB) 
Pour l’analyse du niveau des diverses protéines, 10 à 50 µg de lysats cellulaire ont été 
solubilisés dans un tampon de chargement Laemmli à concentration finale 1 X (0.25 M Tris 
pH 6.8, 8 % SDS, 30 % glycérol, 0.02 % bleu de bromophénol) à une concentration finale de 
1 X et contenant 0.1 M de DTT (dithiothréitol, Roche) comme agent réducteur. Les 
échantillons ont été bouillis 3 minutes et déposés sur gel de polyacrylamide 10 % et séparés 
par SDS-PAGE (Électrophorèse sur gel de PolyAcrylamide dénaturant). Les protéines ont 




éliminer les sites d’interactions non-spécifiques entre la membrane et les anticorps, la 
membrane a été incubée avec une solution de blocage se composant de 5 % de lait en poudre 
dans du TBST (Tampon Salin à base de Tris [TBS : 200 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.5 M 
EDTA, pH 8.0) à pH 7.6] comprenant 0.1 % de Tween-20). L’anticorps primaire spécifique 
à la protéine d’intérêt dilué dans le TBST a été ensuite mis en contact avec la membrane. 
L’origine, la concentration, le temps et la température d’incubation des anticorps primaires 
utilisés sont indiqués au Tableau 1. Après l’incubation de l’anticorps primaire, la membrane 
a été lavée 3 fois 5 minutes dans le TBST et incubée avec l’anticorps secondaire approprié 
(anti-souris [IgG provenant du mouton] ou anti-lapin [protéine A de Staphylococcus aureus]) 
couplé à l’enzyme HRP (Peroxydase de raifort), dilué 1/10 000 dans le TBST, 1 heure à la 
température de la pièce (TP). La membrane a été par la suite lavée 3 fois 5 minutes dans le 
tampon TBST et les protéines ont été révélées par chimiluminescence avec le réactif ECL 
(Enhanced chemiluminescence) (GE Healthcare) sur des films Hyperfilm ECL (GE 
Healthcare). 
 
4. Analyse par RT-PCR 
4.1 Extraction de l’ARN total et réaction de transcription inverse 
L’extraction de l’ARN total des cellules a été effectuée selon le protocole recommandé pour 
le Ribozol (AMRESCO LLC, Solon, OH, USA). Les culots obtenus ont été resuspendus dans 
de l’eau stérile de grade biomoléculaire (MultiCell Technologies, Woonsocket, RI, USA). 
Afin d’éliminer toute trace d’ADN génomique, l’ARN a été traité à la DNase en accord avec 
les recommandations du fabricant (Life Technologies). L’ARN a été finalement dosé par 
spectrophotométrie et entreposé à -80 °C. La synthèse de l’ADN complémentaire a été faite 
à partir de 2 µg d’ARN total selon le protocole recommandé par le « kit » Omniscript 
(QIAGEN, Venlo, LI, Pays-Bas), en utilisant une combinaison d’amorces aléatoires 
(Promega, WI, CA) et d’amorces oligo-dT (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Le 














(Beverly, MA, USA) 





E-Cadhérine Souris 1/5 000 2 heures  
(TP) 
BD Biosciences 
(Mississauga, ON, CA) 
Gab1 Lapin 1/1 000 16 heures 
(4 oC) 
Millipore 
(Billerica, MA, USA) 
Gab2 Lapin 1/1 000 16 heures 
(4 °C) 
Millipore 
(Billerica, MA, USA) 
α-Tubuline Souris 1/5 000 30 minutes 
(TP) 
Sigma-Aldrich 
(Saint-Louis, MO, USA) 
β-Actine Souris 1/10 000 30 minutes 
(TP) 
Sigma-Aldrich 
(Saint-Louis, MO, USA) 
Tableau 1 : Liste des anticorps primaires utilisés et conditions pour les (IB). 
 
4.2 Réaction de polymérisation en chaîne 
Les séquences des amorces utilisées pour faire les réactions de polymérisation en chaîne 
(PCR) se retrouvent au Tableau 2. Les réactions de PCR ont été faites avec la TopTaq 
polymérase (QIAGEN) et les amplicons ont été analysés sur gel d’agarose 2 % (BioShop, 
ON, CA) additionné de RedSafe (iNtRON Biotechnology, Seongnam-Si, KG, KR) et en les 
migrant par électrophorèse dans du tampon TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM acide acétique 
glacial et 1 mM EDTA). La présence d’amplicons a été révélée sous illumination ultra-violet. 
Le programme PCR utilisé est le suivant : un cycle de dénaturation à 94 °C de deux minutes, 
30 cycles de 30 secondes à 94 °C, de 30 secondes d’hybridation à 56 °C pour Gab1, 58 °C 
pour Gab2 et 50 °C pour S18, et d’une minute d’expansion à 72 °C, et un cycle d’élongation 






Gènes Amorces utilisées Amplicons 
RatGab1 
5' - GGT GGC GGA CAG CGA AGA AGA C - 3' (sens) 
192 pb 
5' - GGA GGT AGC GCG ACT GAA GAT GG - 3' (anti-sens) 
RatGab2a 
5' - CAG GAA AGA CTG CCG TGG GTC GA - 3' (sens) 
237 pb 
5' - TGA CTG GGG GTG GCT GGA TCT C - 3' (anti-sens) 
RatGab2b 
5' - GGA AAG ACT GCC GTG GGT CGA TC- 3' (sens) 
243 pb 
5' - GTT TCG GTT GAC TGG GGG TGG C- 3' (anti-sens) 
S18 
5' - TTG TTG GTT TTC GGA ACT GAG G - 3' (sens) 
119 pb 
5' - GGC AAA TGC TTT CGC TCT GG - 3' (anti-sens) 
Tableau 2 : Liste des amorces utilisées pour les RT-PCR. 
 
5. Essais biologiques in cellulo 
Afin de vérifier l’impact de la modulation de l’expression de Gab1 ou de Gab2 sur le pouvoir 
oncogénique de Tpr-Met dans notre modèle de cellules épithéliales intestinales IEC-6, des 
essais biologiques ont été faites avec les populations cellulaires stables générées. À moins 
d’un avis contraire, tous les essais biologiques ont été réalisés dans les milieux supplémentés 
des agents de sélections appropriés tels que mentionnés dans la section 2. 
 
5.1 Croissance cellulaire 
Les différentes populations cellulaires ont été ensemencées en triplicata dans des plaques 6 
puits à une densité de 25 000 cellules/puits. Les cellules ont été dénombrées à l’aide d’un 
hémacymètre, suivant leur décollement par digestion à la trypsine/EDTA. Pour chaque puits, 
le dénombrement a été réalisé en duplicata. Le milieu de culture au fil des jours n’a jamais 





5.2 Formation de foyers cellulaires 
L’essai de formation de foyers cellulaire permet d’évaluer la capacité des cellules à croître 
au-delà la confluence. Les populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT, shGab2 ou 
shGab1 ainsi que leurs contrôles respectifs ont été ensemencées à une densité de 200 cellules 
par puits avec 500 000 de cellules non-transformées IEC-6 appropriées par puits (pBabe ou 
shCtrl), en triplicata dans des plaques 6 puits. À cette densité, les cellules IEC-6 non-
transformées forment une monocouche permettant ainsi le dénombrement des foyers 
cellulaires formés par les cellules transformées. Donc, lorsque les foyers sont bien formés, 
normalement après 10 jours d’incubation dans les conditions normales, des photographies 
avec un microscope à contraste de phase (Axiovert 200M, Zeiss, Suisse) ont été prises. Les 
foyers cellulaires ont ensuite été fixés au méthanol 100% et colorés au crystal violet 
(BioShop) pour permettre leur dénombrement. 
 
5.3 Croissance dans l’agar mou 
Cet essai permet d’évaluer la capacité des cellules à croître sans ancrage à la matrice 
extracellulaire. Une couche de 0,6 % d’agar contenant du DMEM 2 X (concentration double 
en glucose, L-glutamine et sodium pyruvate versus le DMEM normal) et supplémenté de 10 
% sérum a été déposée dans le fond des puits d’une plaque 6 puits. Les plaques ont été mises 
à 4 °C pendant une heure pour laisser solidifier l’agar. Les cellules ont été ensuite 
ensemencées à une densité de 5 000 cellules par 2 mL dans de l’agar 0.3 % contenant du 
DMEM 2X supplémenté de 10 % sérum, directement sur la couche d’agar 0.6 %. Après une 
semaine d’incubation dans les conditions normales, les colonies formées ont été 
photographiées avec le microscope Zeiss. Par la suite, les colonies ont été colorées suivant 1 
heure d’incubation à 37 °C avec une solution de 1 mg/mL de MTT ([3-4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide) (AMRESCO LLC). L’activité 
mitochondriale des cellules réduit chimiquement le MTT en un composé visible bleu, ce qui 





5.4 Essai de réparation de blessure 
Ce test permet d’évaluer la capacité migratoire directionnelle des cellules. Pour ce faire, 
600 000 cellules ont été ensemencées par puits d’une plaque 6 puits, en triplicata. Trois 
blessures par puits ont été faites 24 heures après l’ensemencement à l’aide d’un embout d’un 
mL. Le milieu a été changé immédiatement après pour enlever les cellules flottantes et trois 
photos par blessure ont été prises avec le microscope Zeiss. Le milieu a été à nouveau changé 
24 heures après la blessure et de nouvelles photos ont été prises aux mêmes régions. Les 
niveaux de réparation des blessures ont été calculés en mesurant la largeur de la blessure à 
temps zéro et en la comparant à celle après 24 heures. 
 
6. Analyses statistiques 
Les analyses statistiques sur les immunobuvardages ont été faites par quantification 
densitométrique avec le logiciel ImageJ (National Institute of Health). Ce même logiciel a 
aussi été utilisé pour le dénombrement des foyers et des colonies pour les essais de formation 
de foyers cellulaires et de colonies en agar mou, ainsi que pour calculer l’aire des colonies 
en agar mou. Les statistiques de comparaison de tous les essais biologiques ont été effectuées 
avec le logiciel Prism v.6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) par analyse de la 
variance (ANOVA) ainsi que du test de comparaison (Tukey's Multiple Comparison Test). 
Les barres d’erreurs ont été calculées par l’écart-type (Standard Deviation [SD] ou Standard 
Error of the Mean [SEM]). Les seuils de significativité sont représentés comme suit : *P ≤ 













1. Expression de Gab1 et de Gab2 dans les cellules IEC-6 et leur phosphorylation 
induite par Tpr-Met 
L’expression des protéines Gab1 et de Gab2 est peu caractérisée au niveau de l’épithélium 
du système digestif. Ainsi, nous avons en premier lieu investigué si les protéines Gab1 et 
Gab2 sont exprimées dans notre modèle de cellules épithéliales intestinales normales, les 
IEC-6. Pour ce faire, la présence de l’ARN messager codant pour Gab1 et Gab2 a été analysée 
par RT-PCR, réalisée sur des extraits d’ARN totaux de cellules IEC-6. Des paires d’amorces 
spécifiques pour l’ADN codant de Gab1 ou de Gab2 (deux paires d’amorces différentes pour 
Gab2) ont été utilisées. Ces analyses ont aussi été effectuées avec les cellules Tpr-Met-IEC-
6 afin de déterminer l’influence de l’activation oncogénique du récepteur Met sur 
l’expression de Gab1 et Gab2. Comme contrôle de la quantité d’ARN utilisée, les niveaux 
d’expression du gène de référence ribosomal S18 ont été évalués en parallèle dans la lignée 
IEC-6 et dans la population stable de cellules IEC-6 exprimant Tpr-Met. Les séquences des 
amorces utilisées sont indiquées au Tableau 2 de la section matériels et méthode. Chacune 
des réactions de RT-PCR a aussi été effectuée en absence de transcriptase inverse, afin d’être 
certain que les amplicons obtenus suite à la réaction de RT-PCR ne résultent pas d’une 
amplification d’ADN génomique et un contrôle a été fait sans matrice d’ARN, afin de valider 
l’absence de contamination des réactifs. Nos résultats démontrent l’amplification de 
fragments d’ADN de poids moléculaires de 192, 156, 143 et finalement de 119 paires de 
bases, ce qui correspond respectivement aux fragments attendus pour les gènes Gab1, Gab2 
(paires d’amorces 1 et 2) et S18 (Figure 7A). Ceci confirme la présence d’ARN messager 
encodant pour les protéines Gab1 et Gab2 dans les cellules IEC-6 ainsi que dans les cellules 
IEC-6 qui expriment Tpr-Met. Nos analyses densitométriques démontrent que la quantité 
d’ARN messager encodant Gab1 n’est pas altérée par la présence de Tpr-Met, mais que celle 
de Gab2 est augmentée de façon significative lorsque Tpr-Met est exprimé dans les cellules 
IEC-6 (Figure 7B).  
La présence d’ARN messager encodant Gab1 et Gab2 dans les cellules IEC-6 et Tpr-Met-




des extraits protéiques de cellules IEC-6 et Tpr-Met-IEC-6 ont été analysés par IB. 
L’utilisation d’un anticorps dirigé spécifiquement contre Gab1 a permis l’identification d’une 
bande à un poids moléculaire de 110 kDa dans les cellules IEC-6 et Tpr-Met-IEC-6, ce qui 
correspond au poids moléculaire attendu de la protéine Gab1. De la même façon, l’utilisation 
d’un anticorps dirigé spécifiquement contre Gab2 révèle une bande d’un poids moléculaire 
de 97 kDa, ce qui correspond au poids attendu de la protéine Gab2 (Figure 8A). L’utilisation 
d’un anticorps dirigé spécifiquement contre la protéine α-tubuline permet de s’assurer qu’une 
quantité équivalente de protéine a été utilisée pour chacun des lysats cellulaires. 
Finalement, un anticorps dirigé contre les tyrosines phosphorylées (pTyr) a été utilisé pour 
vérifier la phosphorylation de Gab1 et de Gab2 dans ces lysats cellulaires. Ces IB démontrent 
une absence de phosphorylation de Gab1 et de Gab2 dans la lignée IEC-6, tandis que leur 
phosphorylation est observée dans la population Tpr-Met-IEC-6, visible par une bande à 110 
kDa pour la phosphorylation de Gab1 et à 97 kDa pour celle de Gab2 (Figure 8A). L’analyse 
densitométrique de ces IB démontre que les niveaux protéiques de Gab1 et de Gab2 ne sont 
pas modifiés par la présence de Tpr-Met dans les IEC-6 (Figure 8B), mais que leur 
phosphorylation est augmentée de façon significative (Figure 8C). 
Ces résultats démontrent que les protéines Gab1 et Gab2 sont présentes dans les cellules IEC-
6 et qu’elles sont phosphorylées sur tyrosines suivant l’expression de l’oncoprotéine Tpr-
Met. Cette phosphorylation sur Tyr de Gab1 et Gab2 indique que l’activation de Met dans 







Figure 7 : L’ARN messager de Gab1 et Gab2 sont exprimés dans les cellules IEC-6 et 
Tpr-Met-IEC-6. 
A. RT-PCR réalisée à partir de l’ARN total isolé des cellules IEC-6 et Tpr-Met-IEC-6 avec 
des amorces spécifiques pour la détection des gènes Gab1, Gab2 et S18 (Tableau 2). Les 
produits PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose. Le poids moléculaire des 
fragments obtenus est indiqué. B. Quantification relative des niveaux d’expression (Tpr-Met-
IEC-6 vs IEC-6) de l’ARN messager de Gab1 et Gab2 résultant de l’analyse densitométrique 
des RT-PCR. Les niveaux d’ARN messager de Gab1 et de Gab2 ont été normalisés avec le 
gène de référence S18. Le graphique représente la combinaison des résultats de 3 différentes 
RT. Les barres d’erreurs sont obtenues par le calcul de la SD. 
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Figure 8 : Les protéines Gab1 et Gab2 sont exprimées dans les cellules IEC-6 et Tpr-
Met-IEC6, et phosphorylées dans les Tpr-Met-IEC-6. 
A. L’expression et la phosphorylation sur tyrosines (P-Tyr) des protéines Gab1 et Gab2 dans 
les cellules IEC-6 et Tpr-Met-IEC-6 ont été analysées par IB sur des lysats cellulaires totaux. 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 ont été privées en sérum 16 heures avant la lyse, alors que les 
cellules IEC-6 ont été maintenues dans les conditions de culture normales. B. Quantification 
relative des niveaux des protéines Gab1 et Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 par rapport 
aux cellules IEC-6, déterminés par l’analyse densitométrique de 3 IB issus de différents lysats 
cellulaires. C. Quantification relative des niveaux de phosphorylation (Tpr-Met-IEC-6 vs 
IEC-6) des protéines Gab1 et Gab2 résultant de l’analyse densitométrique de 3 IB issus de 
différents lysats cellulaires. Le niveau de la protéine α-tubuline a été utilisé comme référence 
pour le chargement équivalent de lysats. Les barres d’erreurs sont obtenues par le calcul de 
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2. Une perte de l’expression de Gab1 dans une population de cellules IEC-6 
transformées par Tpr-Met restaure une morphologie épithéliale, diminue la 
croissance cellulaire, restaure l’expression de la E-cadhérine et diminue l’expression 
de Tpr-Met 
 
L’expression de l’oncoprotéine Tpr-Met dans les cellules IEC-6 induit des changements 
drastiques de morphologie associés à une TEM (BERNIER, et al., 2010). Comme nous avons 
validé l’expression de Gab1 dans les cellules IEC-6 et sa phosphorylation dans les cellules 
IEC-6 qui expriment l’oncoprotéine Tpr-Met (Figure 8A), nous avons voulu déterminer si 
les changements morphologiques observés dans les cellules transformées par Tpr-Met 
pouvaient impliquer l’engagement des voies de signalisation de Gab1. Pour ce faire, nous 
avons utilisé une approche d’interférence à l’ARN messager (shARN) dirigé spécifiquement 
contre Gab1, dans les cellules Tpr-Met-IEC-6. Une population cellulaire Tpr-Met-IEC-6 
exprimant un shARN dirigé contre Gab1 a été générée par infection lentivirale. Comme 
contrôles, des populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant un vecteur pLenti-U6 vide 
ou un vecteur avec un shARN non ciblé ont aussi été générées. Tel qu’illustré à la Figure 9A 
l’expression d’un shARN dirigé contre Gab1 induit une réversion marquée de la 
transformation des cellules Tpr-Met-IEC-6. En effet, la perte de Gab1 dans ces cellules 
diminue leur apparence fibroblastique et restaure une morphologie épithéliale semblable aux 
cellules parentales IEC-6.  
L’expression de Tpr-Met dans les cellules IEC-6 induit une variété de propriétés 
oncogéniques, dont une prolifération accrue (BERNIER, et al., 2010). D’autres travaux ont 
montrés que la protéine Gab1 joue un rôle important dans la progression du cycle cellulaire 
et la survie en aval des RTK, dont le récepteur Met (KIYATKIN, et al., 2006; LEVEA, et 
al., 2004; MOOD, et al., 2006). Comme nous avons observé que l’expression d’un shARN 
dirigé contre Gab1 restaure une morphologie épithéliale aux cellules Tpr-Met-IEC-6, nous 
avons évalué si cette réversion de la transformation était associée avec une diminution de la 
croissance des cellules Tpr-Met-IEC-6. Pour ce faire, des courbes de croissance ont été 
réalisées suivant le dénombrement des cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl et shGab1 au cours du 
temps. Nos résultats démontrent que les cellules exprimant un shARN ciblant Gab1 croissent 




vs 20,98 heures) (Figure 9B). Ces résultats suggèrent que Gab1 pourrait contribuer à la 
capacité de l’oncoprotéine Tpr-Met à induire la croissance cellulaire dans les cellules IEC-6. 
Suite à ces résultats, des IB pour la détection de protéines Gab1, Tpr-Met et la E-cadhérine 
ont été effectués sur des lysats totaux pour confirmer la perte d’expression de Gab1. Ceux-ci 
ont validé l’efficacité du shARN dirigé contre Gab1, observant une diminution du niveau de 
la protéine Gab1 dans les cellules shGab1 (Figure 9C), mais aussi de sa phosphorylation. De 
plus, nous avons dénoté que la réversion de la morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 est 
associée à une réexpression de la E-cadhérine dans les cellules dont l’expression de Gab1 est 
diminuée par le shARN. La E-cadhérine étant un marqueur de cellules épithéliales, sa 
réexpression accompagnée de la réversion de la morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 
appuie l’hypothèse que la perte de Gab1 dans ces cellules induit une transition 
méchenchymo-épithéliale. Enfin, l’IB dirigé contre Tpr-Met démontre, de façon inattendue, 
une perte drastique de son expression dans les cellules exprimant le shRNA dirigé contre 
Gab1. La perte de Tpr-Met suivant la diminution de l’expression de Gab1 est problématique 
dans l’interprétation de ces résultats, puisqu’il est impossible de discerner entre les effets 
directs d’une perte de Gab1, de ceux induits par la diminution de l’expression de Tpr-Met 














Figure 9 : La diminution de l’expression de Gab1 dans une population de cellules Tpr-
Met-IEC-6 restaure une morphologie épithéliale. 
A. Morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le shARN contrôle et le shARN 
dirigé contre Gab1 visualisées en microscopie à contraste de phase. B. Un nombre de 25 000 
cellules par puits a été ensemencé dans une plaque 6 puits en triplicata. À tous les jours 
pendant 5 jours, les cellules ont été comptées en duplicata pour chaque puits. Le graphique 
représente le nombre de cellules (± SEM) au cours du temps en heures d’une expérience. C. 
Les niveaux d’expression de Gab1, de la E-cadhérine, de Tpr-Met et la phosphorylation de 
Gab1 ont été évalués par IB sur des lysats cellulaires totaux. L’utilisation d’un anticorps 
dirigé spécifiquement contre la protéine β-actine permet de s’assurer qu’une quantité 
équivalente de protéine a été utilisée pour chacun des lysats cellulaires. Les lysats totaux 
cellulaires ont été préparés suite à une privation en sérum de 16 heures. 
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3. La diminution de l’expression de Gab1 dans une lignée clonale de cellules Tpr-Met-
IEC-6 restaure une morphologie épithéliale et réduit l’expression de Tpr-Met 
 
Les cellules de la population Tpr-Met-IEC-6 sont présumées exprimer des niveaux 
hétérogènes de Tpr-Met. Ainsi, la perte de l’expression de Tpr-Met observée suivant la 
diminution de l’expression de Gab1 pourrait refléter une sélection des cellules qui expriment 
des niveaux faibles de Tpr-Met. En effet, on peut supposer qu’il est possible que les cellules 
ayant de hauts niveaux d’expression de Tpr-Met ainsi que des niveaux faibles de Gab1 soient 
sujettes à la mort cellulaire ou à la perte d’attachement. Ainsi, nous avons utilisé la même 
approche, soit l’expression d’un shARN Gab1 ou contrôle par infection lentivirale dans les 
cellules Tpr-Met-IEC-6, mais cette fois-ci dans une lignée clonale nommée TF5 qui exprime 
un niveau homogène de Tpr-Met. 
La diminution de l’expression de Gab1 dans la lignée Tpr-Met-IEC-6-TF5 induit une 
réversion de la transformation (Figure 10A), comme observée précédemment avec la 
population de cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 9A). Par IB effectués sur des lysats totaux, 
nous avons validé l’efficacité du shARN dirigé contre Gab1 et nous avons dénoté que la 
réversion de morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 est associée à une réexpression de la 
E-cadhérine dans les cellules dont l’expression de Gab1 est diminuée par le shARN. Enfin, 
nous avons observé à nouveau une perte de l’oncoprotéine Tpr-Met suivant la diminution de 
l’expression de Gab1 (Figure 10B). Ainsi, la diminution de Gab1 dans les cellules Tpr-Met-
IEC-6, tant dans une lignée clonale que dans une population, induit une perte de l’expression 
de Tpr-Met. Ces résultats suggèrent que la perte de l’expression de Gab1 pourrait exercer un 




Figure 10 : La diminution de l’expression de Gab1 restaure une morphologie épithéliale 
dans une lignée clonale de cellules Tpr-Met-IEC-6 et diminue l’expression de Tpr-Met. 
A. Morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6-TF5 exprimant le shARN contrôle et le shARN 
dirigé contre Gab1 visualisées par microscopie en contraste de phase. B. Les niveaux 
protéiques de Gab1, de la E-cadhérine, de Tpr-Met, de la β-actine, ainsi que de la 
phosphorylation de Gab1 ont été évalués par IB sur des lysats cellulaires totaux. Les Tpr-
Met-IEC-6 ont été privées en sérum 16 heures avant les lyses cellulaires. 
 
 
4. La diminution de l’expression de Gab1 dans les cellules IEC-6 induit une résistance 
à la transformation par l’oncoprotéine Tpr-Met 
 
Toujours dans l’optique de définir la contribution de la protéine Gab1 dans le pouvoir 
oncogénique du récepteur Met dans les cellules IEC-6, nous avons utilisé une approche 
différente pour tenter d’éviter l’effet d’une perte d’expression de Tpr-Met dans les cellules 
transformées par Tpr-Met qui expriment le shGab1. Plus précisément, nous avons vérifié si 
une diminution de l’expression de Gab1 pouvait conférer aux cellules IEC-6 une résistance 
à la transformation induite par l’expression de l’oncoprotéine Tpr-Met. Pour ce faire, nous 
avons tout d’abord généré par infection lentivirale des populations de cellules IEC-6 qui 
expriment de façon stable le vecteur vide, le shARN contrôle et le shGab1. Par microscopie 
à contraste de phase, nous avons démontré que la perte de Gab1 dans les cellules IEC-6 ne 
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lysats totaux l’efficacité de notre shGab1, et démontré que l’expression de la E-cadhérine 
n’est pas modifiée par la perte de Gab1, concordant avec l’absence d’un effet morphologique 
apparent (Figure 11B). 
Ayant généré une population de cellules IEC-6-shGab1 ainsi que les contrôles, nous avons 
ensuite procédé à des infections rétrovirales afin d’exprimer Tpr-Met dans ces populations, 
dans le but de voir si une expression moindre de Gab1 dans les IEC-6 pourrait avoir un effet 
sur la capacité de l’oncoprotéine Tpr-Met à transformer les cellules IEC-6. Ces nouvelles 
populations ont rapidement été analysées suivant leur infection, pour limiter les effets d’une 
sélection de cellules exprimant moins Tpr-Met. Par microscopie en contraste de phase 
(Figure 11A), nous avons observé que la perte de Gab1 dans les cellules IEC-6 confère une 
résistance à la transformation par l’oncoprotéine Tpr-Met. En effet, il y avait une diminution 
plus marquée de cellules transformées chez les cellules IEC-6 shGab1 que chez les cellules 
contrôles. Les IB par lysats totaux (Figure 11C) ont permis de valider l’efficacité du shARN 
dirigé contre Gab1, mais aussi de démontrer à nouveau que la perte de Gab1 entraîne une 
diminution de l’expression de Tpr-Met. Or, cette réduction d’expression dans ces cellules ne 
reflétait pas une diminution de l’efficacité d’infection, puisqu’un nombre similaire de 
colonies a été observé suivant l’infection avec des rétrovirus pour le vecteur pLXSN vide ou 
renfermant Tpr-Met (résultat non montré). 
L’ensemble de nos résultats suggère que la perte de l’expression de Gab1 régule 
négativement l’expression de Tpr-Met dans les cellules IEC-6. Donc, l’approche shARN 
utilisée comme nous l’avons fait ne nous permet pas de valider directement si Gab1 a un rôle 




Figure 11 : La diminution de l’expression de Gab1 dans les cellules IEC-6 leur confère 
une résistance à la transformation induite par l’oncoprotéine Tpr-Met. 
A. Morphologie des cellules IEC-6 shCtrl et shGab1 sans l’expression de Tpr-Met (-Tpr-
Met) et suivant l’expression de Tpr-Met (+Tpr-Met)  visualisée par microscopie à contraste 
de phase. B. Les niveaux protéiques  de Gab1, de la α-tubuline, ainsi que de la 
phosphorylation de Gab1 ont été évalués par IB sur des lysats cellulaires totaux des cellules 
IEC-6 (-Tpr-Met) exprimant le shGab1 ou le shCtrl, privées en sérum16 heures avant les 
lyses cellulaires. C. Les niveaux protéiques de Gab1, de Tpr-Met, de la α-tubuline, ainsi que 
de la phosphorylation de Gab1 ont été évalués par IB sur des lysats cellulaires totaux des 
cellules IEC-6 (+Tpr-Met) exprimant le shGab1 ou le shCtrl, dont les cellules ont été privées 
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5. La diminution de l’expression de Gab2 ne modifie pas la morphologie des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 et ne module pas l’expression de Tpr-Met 
 
Nous avons poursuivi notre investigation sur les rôles des protéines Gab dans le pouvoir 
oncogénique du récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6, en 
caractérisant la contribution spécifique de la protéine Gab2. Pour ce faire, nous avons généré 
par infection lentivirale des populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant un shARN 
contrôle ou un shARN dirigé contre Gab2. L’analyse par microscopie à contraste de phase 
démontre que la perte de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas leur 
morphologie (Figure 12A). Par une analyse RT-PCR, nous avons validé l’efficacité du 
shARN dirigé contre Gab2. En effet, l’expression de l’ARN messager de Gab2 est diminuée 
de façon significative dans les cellules shGab2 (Figure 12B). De plus, l’analyse 
densitométrique des IB dirigés contre Gab2 et les protéines phosphorylées sur tyrosine 
réalisés avec des lysats totaux (Figures 12C et 12D) démontrent l’efficacité significative du 
shARN dirigé contre Gab2 et une baisse correspondante du niveau de phosphorylation de la 
protéine Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 12E). De façon importante, les 
niveaux d’expression de l’oncoprotéine Tpr-Met ainsi que de sa phosphorylation ne sont pas 
modifiées significativement par la diminution de l’expression de Gab2 (Figure 12F). En 
somme, en plus de ne pas avoir d’effet sur la morphologie, la répression de Gab2 ne réprime 
pas l’expression de l’oncoprotéine Tpr-Met, ce qui est contraire aux résultats obtenus par la 




Figure 12 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas leur morphologie ni l’expression de Tpr-Met. 
A. Morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant un shARN contrôle et dirigé contre 
Gab2 visualisée par microscopie à contraste de phase. B. Graphique des niveaux d’expression 
de l’ARN messager de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 shGab2 vs Tpr-Met-IEC-6 
shCtrl, suivant l’analyse densitométrique des RT-PCR. Le niveau d’ARN messager de gab2 
est normalisé à l’expression du gène de référence S18. Le graphique représente la 
combinaison des résultats de 3 différentes RT. C et D. Les niveaux de la protéine Gab2 (C) 
et Tpr-Met (D) ainsi que de leur phosphorylation ont été évalués par IB sur des lysats 
cellulaires totaux. Ces IB ont été faites avec des lysats dont les cellules ont été privées en 
sérum 16 heures avant leur lyse. E. et F. Histogrammes issus de l’analyse densitométrique 
de 3 IB indépendants comparant les niveaux d’expression et de phosphorylation de Gab2 (E) 
et de Tpr-Met (F) entre les cellules Tpr-Met-IEC-6 shGab2 vs les cellules shCtrl. Les barres 
d’erreurs de tous les histogrammes correspondent au calcul de SD. 
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6. La diminution de l’expression de Gab2 ne modifie pas la croissance des cellules Tpr-
Met-IEC-6 
 
Bien que la diminution de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas la 
morphologie de celles-ci et que l’expression de Tpr-Met n’est pas modifiée, nous avons 
poursuivi l’étude de l’impact de la diminution de Gab2 sur ces cellules en évaluant leur 
croissance cellulaire. Suite au dénombrement cellulaire, nous observons que la diminution 
de l’expression de Gab2 n’a aucun effet significatif sur la croissance cellulaire des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 (Figure 13). Ces résultats démontrent que Gab2 ne contribue pas à la 
capacité de croissance de ces cellules. 
 
Figure 13 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les Tpr-Met-IEC-6 n’altère pas 
leur croissance cellulaire. 
Un nombre de 25 000 cellules par puits dans une plaque de 6 puits a été ensemencé en 
triplicata. Les cellules ont ensuite été dénombrées à 24, 72 et 144 heures en duplicata après 
avoir été récoltées par un traitement à la trypsine. L’histogramme représente le nombre de 
cellules +/- SEM au cours du temps en heures et est la combinaison des résultats de trois 
expériences indépendantes. 
 
7. La diminution de l’expression de Gab2 ne modifie pas la capacité des cellules Tpr-
Met-IEC-6 à croître au-delà la confluence 
 
Les cellules épithéliales intestinales, dont les IEC-6, ont la caractéristique d’arrêter leur 
prolifération au contact, ce qui leur permet de former des monocouches en culture 
(QUARONI, et al., 1979). Les cellules transformées par l’oncoprotéine Tpr-Met sont 










































capables de poursuivre leur croissance, même au-delà la confluence. Ainsi, lorsqu’elles sont 
ensemencées avec des cellules IEC-6 normales, elles forment des foyers cellulaires 
(BERNIER, et al., 2010). Pour nous permettre d’évaluer le rôle de Gab2 dans la formation 
de ces foyers, 200 cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl ou shGab2 ont été mises en culture dans 
des plaques 6 puits avec 500 000 cellules IEC-6 shCtrl pour former une monocouche de 
cellules non-transformées. Le dénombrement de foyers a été réalisé après 10 jours. Les 
résultats obtenus démontrent que la perte de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 n’a pas 
d’effet significatif sur la capacité des cellules à croître au-delà de la confluence : la 
morphologie (Figure 14A) et le nombre de foyers (Figures 14B et 14C) formés par les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl ou shGab2 étaient similaires. Ainsi, la protéine Gab2 ne 





Figure 14 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas leur capacité à former des foyers cellulaires. 
Dans des plaques 6 puits, en triplicata, 200 cellules Tpr-Met-IEC-6 qui expriment le shARN 
contrôle ou le shARN dirigé contre Gab2 ont été ensemencées avec 500 000 cellules IEC-6 
shCtrl. Après incubation de 10 jours dans les conditions normales, les foyers cellulaires 
formés ont été photographiés, fixés avec du méthanol 100 % et révélés par une coloration au 
crystal violet. A. Morphologie typique des foyers cellulaires formés par les cellules Tpr-Met-
IEC-6 sur une monocouche de cellules IEC-6 avant la fixation. B. Photographies des puits 
prises à faible grossissement suite à la fixation et à la coloration des cellules. C. Histogramme 
représentant en pourcentage la moyenne +/- SEM du nombre de foyers cellulaires formés par 
rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl. L’histogramme est issu de la combinaison des 
résultats de cinq expériences indépendantes. 
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8. La diminution de l’expression de Gab2 ne modifie pas la capacité des cellules Tpr-
Met-IEC-6 à croître sans ancrage à la matrice extracellulaire 
 
Afin qu’une cellule puisse former des métastases, elle doit acquérir la capacité de survivre et 
de proliférer en absence d’ancrage à la matrice extracellulaire (CHIARUGI, 2008; WANG, 
2004). Dans notre laboratoire, nous avons démontré que l’expression de Tpr-Met dans les 
cellules IEC-6 induisait cette capacité (BERNIER, et al., 2010). Pour évaluer le rôle de Gab2 
sur la capacité de Tpr-Met à induire la croissance des cellules IEC-6 sans ancrage à la matrice 
extracellulaire, nous avons effectué un essai en agar mou, en y ensemençant les cellules Tpr-
Met-IEC-6 shCtrl et shGab2. La morphologie et la taille des colonies formées ont été 
observées par microscopie à contraste de phase, et leur nombre a été évalué suite à un essai 
colorimétrique au MTT. Nos résultats démontrent que la diminution de l’expression de Gab2 
dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas la morphologie des colonies formées 
(Figures 15A et 15B) et leur nombre (Figure 15C). De plus, cette diminution n’affecte pas 
significativement la taille de ces colonies (Figure 15D). Ces données suggèrent que la 
protéine Gab2 n’est pas requise dans le pouvoir oncogénique de Tpr-Met pour induire la 




Figure 15 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas leur croissance dans l’agar mou. 
Dans des plaques 6 puits, 5 000 cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl ou Tpr-Met-IEC-6 shGab2 
ont été ensemencées dans de l’agar mou, en triplicata. Après une incubation de 10 jours dans 
les conditions normales, les colonies formées ont été photographiées, fixées et révélées par 
une coloration au MTT. A. Morphologie typique des colonies formées par les cellules Tpr-
Met-IEC-6 shCtrl ou shGab2 en agar mou. B. Photographies prises à faible grossissement 
suite à la fixation et à la coloration des cellules au MTT. C. Histogramme représentant en 
pourcentage la moyenne ± SEM du nombre de colonies formées par rapport aux cellules Tpr-
Met-IEC-6 shCtrl. D. Histogramme représentant en pourcentage +/- SEM l’aire des colonies 
par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl. Les histogrammes représentent la 
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9. La diminution de l’expression de Gab2 ne modifie pas la capacité migratoire des 
cellules Tpr-Met-IEC-6 
 
Nous avons démontré que les cellules IEC-6 qui expriment l’oncoprotéine Tpr-Met avaient 
une capacité migratoire accrue comparativement aux cellules parentales IEC-6 (résultats non 
publiés). Afin d’évaluer si la perte de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
a un impact sur la migration cellulaire, nous avons effectué des essais de blessure. Nous 
avons comparé le niveau de fermeture des blessures faites dans des Pétri dans lesquels ont 
été ensemencées les cellules Tpr-Met-IEC-6 shGab2 et shCtrl (Figure 16A). L’analyse de 
ces résultats démontre que la perte de Gab2 n’a pas d’influence sur la migration des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 (Figure 16B). 
 
10. La surexpression de Gab2 dans une population de cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas leur morphologie 
 
Les résultats que nous avons obtenus jusqu’à présent par la dimnution de l’expression de 
Gab2 dans les cellules Tpr-Met IEC-6 démontrent que la protéine Gab2 n’est pas essentielle 
pour induire les fonctions oncogéniques étudiées en aval de Tpr-Met. En considérant que 
l’expression de Gab2 est augmentée dans certains types de cancer (ADAMS, et al., 2012), 
nous avons poursuivi notre investigation sur les rôles de Gab2 en aval de Met, en utilisant 
une approche inverse, qui consiste à surexprimer Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6. Le 
but était d’évaluer si la surexpression de cette protéine serait suffisante pour augmenter le 
pouvoir oncogénique de Tpr-Met dans les cellules IEC-6.  
Ainsi, par infection rétrovirale, nous avons généré des populations de cellules Tpr-Met-IEC-
6 qui expriment le vecteur vide pBabe et surexprimant la protéine Gab2 de type sauvage 
(Gab2WT). Par microscopie à contraste de phase, nous avons observé que la surexpression 
de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 n’a aucun impact apparent sur leur morphologie 
(Figure 17A). L’analyse densitométrique des RT-PCR effectuées sur des extraits d’ARN 
totaux de ces populations valide la surexpression de Gab2 au niveau de l’ARN (Figure 17B). 




et la α-tubuline sur les lysats totaux (Figures 17C et 17D) démontre que le niveau de 
phosphorylation de la protéine Gab2 est proportionnelle à son niveau d’expression et que 
celui de l’oncoprotéine Tpr-Met n’est pas modifié par la surexpression de Gab2 (Figures 
17E et 17F). 
Figure 16 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas leur capacité migratoire. 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl et Tpr-Met-IEC-6 shGab2 ont été ensemencées dans des 
plaques 6 puits, en triplicata. Dans chacun des puits, 3 blessures ont été faites et 3 
photographies de chacune des blessures ont été prises immédiatement après et suite à 24 
heures d’incubation dans les conditions normales, aux mêmes endroits. A. Photographies 
représentatives aux temps 0 et 24 heures des deux populations cellulaires. B. Histogramme 
représentant le niveau de fermeture de la blessure faite sur les cellules shGab2 vs les shCtrl 
+/- SEM après 24 heures estimée de deux expériences indépendantes. 
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Figure 17 : La surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas 
leur morphologie. 
A. Morphologie des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide pBabe ou 
surexprimant Gab2 visualisée par microscopie à contraste de phase. B. Histogramme obtenu 
suite à l’analyse densitométrique des RT-PCR. C. et D. Les niveaux d’expression de la α-
tubuline, de Gab2, de Tpr-Met et de la phosphorylation ont été évalués par IB sur des lysats 
cellulaires totaux préparés avec des cellules qui ont été privées en sérum 16 heures avant la 
préparation des lysats cellulaires. E. et F. Histogrammes représentant les niveaux protéiques 
et de phosphorylation sur tyrosine +/- SD pour Gab2 et Tpr-Met respectivement. 
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11. La surexpression de Gab2 ne modifie pas la croissance des cellules Tpr-Met-IEC-6 
 
Nous avons effectué des essais de croissance afin d’évaluer si la surexpression de Gab2 dans 
les cellules Tpr-Met-IEC-6 modifiait la croissance cellulaire, et les résultats obtenus 
démontrent que la surexpression de Gab2 ne modifie pas de façon significative cette fonction 
oncogénique chez les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 18).  
 
Figure 18 : La surexpression de Gab2 dans les Tpr-Met-IEC-6 n’altère pas leur 
croissance cellulaire. 
Un nombre de 25 000 cellules a été ensemencé en triplicata dans une plaque de 6 puits. Les 
cellules ont ensuite été dénombrées à 24, 72 et 120  heures en duplicata. Le graphique 
représente le nombre de cellules au cours du temps en heures +/- SEM. L’histogramme 
représente le nombre de cellules +/- SEM au cours du temps en heures et est la combinaison 
des résultats de trois expériences indépendantes. 
 
12. La surexpression de Gab2 ne modifie pas la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à 
croître au-delà la confluence 
 
Afin de vérifier si la surexpression de Gab2 a un effet sur la perte d’inhibition de contact des 
cellules Tpr-Met-IEC-6, des essais de formation de foyers ont été réalisés. Pour ce faire, la 
capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe et Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT à former des foyers 
sur une monocouche de cellules IEC-6 pBabe a été évaluée. Les résultats démontrent que la 
surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 n’a aucun effet sur la capacité de ces 












































et 19B) ainsi que le nombre (Figure 19C) de foyers cellulaires formés par les cellules Tpr-
Met-IEC-6 pBabe ou Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT étaient similaires.  
Figure 19 : La surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas 
leur capacité à former des foyers cellulaires. 
Dans des plaques 6 puits, en triplicata, 200 cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe ou Gab2WT ont 
été ensemencées avec 500 000 cellules IEC-6 pBabe. Après incubation de 10 jours dans les 
conditions normales, les foyers cellulaires formés ont été photographiés, fixés avec du 
méthanol 100% et révélés par une coloration au crystal violet. A. Morphologie typique des 
foyers cellulaires formés par les cellules Tpr-Met-IEC-6 sur une monocouche de cellules 
IEC-6. B. Photographies prises à faible grossissement suite à la fixation et à la coloration des 
cellules. C. Histogramme représentant en pourcentage la moyenne +/- SEM du nombre de 
foyers cellulaires formés par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe. L’histogramme est 
issu de la combinaison des résultats de cinq expériences indépendantes. 
 









































13. La surexpression de Gab2 ne modifie pas la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 à 
croître sans ancrage à la matrice extracellulaire 
 
Nous avons ensuite évalué l’effet de la surexpression de Gab2 sur la capacité des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 à croître sans ancrage à la matrice extracellulaire par un essai en agar mou 
en y ensemençant les cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe et Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT. L’analyse 
des résultats démontre que la surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas la morphologie des colonies formée (Figures 20A et 20B), ni leur nombre 
(Figure 20C), ni leur taille (Figure 20D), ce qui suggère que la protéine Gab2 n’est pas 
impliquée dans la capacité des cellules épithéliales intestinales transformées par Tpr-Met à 
croître indépendamment de la matrice extracellulaire. 
 
14. La surexpression de Gab2 ne modifie pas la capacité migratoire des cellules Tpr-
Met-IEC-6 
 
La dernière fonction oncogénique que nous avons évalué dans l’optique de caractériser les 
effets d’une surexpression de Gab2 dans le modèle cellulaire Tpr-Met-IEC-6 est la migration 
par un essai de blessure. Cette fonction a été évaluée en comparant le niveau de fermeture de 
blessures faites dans des Pétri dans lesquels sont ensemencées les cellules Tpr-Met-IEC-6 
pBabe et Gab2WT, en les photographiant aux mêmes endroits à des temps de 0 et 24 heures 
suivant les blessures (Figure 21A). Les résultats que nous avons obtenus démontrent que la 
surexpression de Gab2 dans les cellules IEC-6 transformées par Tpr-Met n’a pas d’effet sur 







Figure 20 : L’augmentation de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
ne modifie pas leur croissance dans l’agar mou. 
Dans des plaques 6 puits, 5 000 cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe ou Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT 
ont été ensemencées dans de l’agar mou, en triplicata. Après une incubation de 10 jours dans 
les conditions normales, les colonies formées ont été photographiées, fixées et révélées par 
une coloration au MTT. A. Morphologie typique des colonies formées par les cellules Tpr-
Met-IEC-6 pBabe ou Gab2WT en agar mou. B. Photographies prises à faible grossissement 
suite à la fixation et à la coloration des cellules au MTT. C. Histogramme représentant en 
pourcentage la moyenne +/- SEM du nombre de colonies formées par rapport aux cellules 
Tpr-Met-IEC-6 pBabe. D. Histogramme représentant en pourcentage +/- SEM l’aire des 
colonies par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe. Ces résultats représentent cinq 
expériences indépendantes. 
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Figure 21 : La surexpression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie pas 
leur capacité migratoire. 
Dans des plaques 6 puits, les cellules Tpr-Met-IEC-6 pBabe ou Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT ont 
été ensemencées en triplicata. Dans chacun des puits, 3 blessures ont été faites et 3 
photographies ont été prises aux temps 0 et 24 heures d’incubation dans les conditions 
normales, aux mêmes endroits, sur chacune des blessures. A. Photographies représentatives 
aux temps 0 et 24 heures des deux populations cellulaires. B. Histogramme représentant le 
niveau de la fermeture la blessure faite sur les cellules shGab2 vs les shCtrl +/- SEM après 
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15. La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne modifie 
pas le  statut d’expression de Gab1, mais diminue sa phosphorylation sur tyrosine, 
alors que la surexpression de Gab2 ne modifie ni le statut d’expression et ni la 
phosphorylation de Gab1 
 
Les résultats que nous avons obtenus démontrent que la perte et la surexpression de Gab2 
n’ont aucun effet sur le pouvoir oncogénique de Tpr-Met dans les cellules IEC-6. Lors de 
notre étude du rôle de Gab1 dans le pouvoir oncogénique de Tpr-Met des cellules IEC-6, 
nous avons observé qu’une diminution des niveaux cellulaires de Gab1 par interférence à 
l’ARN induisait une diminution marquée de l’expression de Tpr-Met. Par analogie, nous 
avons voulu déterminer si la perte ou la surexpression de Gab2 pouvait induire une 
modulation de l’expression ou de la phosphorylation de Gab1 dans notre modèle cellulaire.  
Des IB effectués sur des lysats totaux des cellules Tpr-Met-IEC-6 shCtrl et shGab2 en 
utilisant des anticorps dirigés contre les protéines α-tubuline, Gab1, Gab2 et P-Tyr ont permis 
de démontrer que les niveaux d’expression de Gab1 ne sont pas modifiés par la perte de 
Gab2, mais que son niveau de phosphorylation est diminué significativement (Figure 22A 
et 22B).  
En ce qui a trait à la surexpression de Gab2, les IB (Figure 22A) et l’analyse densitométrique 
de ceux-ci (Figure 22D) démontrent que cette surexpression dans les cellules Tpr-Met-IEC-








Figure 22 : La diminution de l’expression de Gab2 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 ne 
modifie pas le statut d’expression de Gab1, mais diminue sa phosphorylation, alors que 
la surexpression de Gab2 ne modifie ni l’expression ni la phosphorylation de Gab1. 
A. Les niveaux de Gab1 et de Gab2, ainsi que de leur phosphorylation ont été évalués par IB 
sur des lysats cellulaires totaux. B. Histogramme représentant les niveaux protéiques et de 
phosphorylation sur tyrosine +/- SD de Gab1 pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 shGab2 vs 
shCtrl basé sur l’analyse densitométrique des IB. C. Les niveaux d’expression de Gab1, Gab2 
et de leur phosphorylation ont été évalués par IB sur des lysats cellulaires totaux. D. 
Histogramme représentant les niveaux protéiques et de phosphorylation sur tyrosine +/- SD 
de Gab1 pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 Gab2WT vs pBabe basé sur l’analyse 
densitométrique des IB. Les IB ont été effectués avec des cellules privées 16 heures avant la 








































N iv e a u  p r o té iq u e  d 'e x p re s s io n
e t  d e  p h o s p h o ry la t io n
**







































N iv e a u  p r o té iq u e  d 'e x p re s s io n
e t  d e  p h o s p h o ry la t io n
110 kDa - 
97 kDa - 
97 kDa - 
110 kDa - 











110 kDa - 
97 kDa - 
97 kDa - 
110 kDa - 

















Il est reconnu que de nombreux processus biologiques sont impliqués dans l’initiation et la 
progression du cancer (HANAHAN, et al., 2011). Les RTK sont impliqués dans plusieurs de 
ces processus, et leur dérégulation est souvent retrouvée dans les cancers chez l’humain. 
Comme il a été mentionné dans la partie 13.4 de l’introduction, les évidences d’une 
dérégulation de la signalisation du récepteur Met dans l’initiation et la progression du CCR 
sont probantes et nombreuses. Toutefois, la contribution spécifique des voies de signalisation 
de Met dans ce cancer reste peu définie.  
Dans le cadre de mon projet de recherche, nous avons centré notre étude sur le rôle des 
protéines d’échafaudage Gab, qui sont reconnues pour être importantes pour la signalisation 
en aval du récepteur Met. Pour ce faire, nous avons exploité un modèle de cellules épithéliales 
intestinales, les cellules IEC-6, qui expriment l’oncoprotéine Tpr-Met, qui mime une 
activation constitutive du récepteur Met dans ces cellules. En effet, notre laboratoire a 
démontré que l’engagement oncogénique des voies de signalisation de Met confère aux 
cellules épithéliales intestinales normales des propriétés angiogéniques, tumorigéniques et 
métastatiques in cellulo et in vivo (BERNIER, et al., 2010). Dans ce modèle, nous avons 
aussi établi par une approche dominante-négative que les protéines Gab sont essentielles dans 
le pouvoir oncogénique de Tpr-Met (Figure 10) (CHÉRIF, et al., non publié). Néanmoins, 
cette approche, qui consiste à la surexpression du domaine MBD de Gab1, ne permet pas de 
distinguer les effets de Gab1 de ceux de Gab2 en aval de Met dans ces cellules. Dans la 
littérature, des évidences indiquent que ces protéines ont des rôles bien distincts en aval de 
certain RTK (CARON, et al., 2009, SHIOYAMA, et al., 2011, ZHANG, et al., 2013). 
L’objectif de mon projet de maîtrise était de caractériser les rôles spécifiques de Gab1 et de 







1. Les protéines adaptatrices Gab1 et Gab2 sont exprimées dans les cellules 
épithéliales intestinales et sont des substrats du récepteur Met 
 
Quoique Gab1 et Gab2 soient exprimés ubiquitairement (GU, et al., 1998, HOLGADO-
MADRUGA, et al., 1996 et WOLF, et al., 2002), leur profil d’expression reste très peu 
caractérisé au niveau de l’épithélium intestinal. Le premier objectif de mon projet était donc 
de valider l’expression de ces protéines dans les cellules IEC-6. Nos résultats démontrent 
l’expression de l’ARN messager codant pour Gab1 et Gab2 dans les cellules IEC-6, ainsi que 
leur présence au niveau protéique (Figure 7 et 8). De plus, ces protéines d’échafaudages sont 
toutes deux des substrats du récepteur Met dans ces cellules, puisque les protéines Gab1 et 
Gab2 se retrouvent phosphorylées sur Tyr uniquement dans les cellules IEC-6 exprimant 
l’oncoprotéine Tpr-Met (Figure 8). 
Une étude réalisée chez des cellules Caco-2, une lignée cellulaire dérivée d’un 
adénocarcinome humain, indique que Gab1 serait important pour la différenciation des 
cellules entérocytaires en aval du récepteur Met (KERMORGAN, et al., 2001). En effet, la 
différenciation spontanée des cellules Caco-2 à confluence est accélérée par une stimulation 
avec HGF, qui induit l’expression et la phosphorylation de Gab1. Or, nous n’avons pas 
observé dans notre modèle d’augmentation des niveaux de l’ARN messager de Gab1 ou de 
la protéine dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figures 7 et 8). Outre le fait que nous ne 
sommes pas dans le même modèle cellulaire ni dans les mêmes conditions d’expérimentation 
(les expérimentations dans les Caco-2 ont été faites à confluence versus à environ 90% pour 
les Tpr-Met-IEC-6), l’absence de régulation positive de l’expression de Gab1 dans les 
cellules IEC-6 transformées par Tpr-Met pourrait s’expliquer par un rétrocontrôle négatif 
induit par l’activation constitutive des voies de signalisation de Met (POMERLEAU, et al., 
2014). Par exemple, l’activation soutenue des voies de signalisation de Met pourrait 
augmenter l’expression d’un micro-ARN (miARN) ciblant Gab1, tel que le miR-150 dont un 
niveau élevé a récemment été démontré pour être lié avec une réduction de l’expression de 
Gab1 et un mauvais indicateur de survie chez des patients atteints de leucémie lymphoïde 
chronique (MRAZ, et al., 2014). 
Des travaux réalisés chez les souris ApcMin/+, un modèle murin prédisposé au développement 




du gène suppresseur de tumeur APC (OYAMA, et al., 2008), suggèrent que l’activation des 
voies de signalisation de Gab1 par le récepteur à l’EGF serait impliquée dans l’initiation des 
CCR (MORAN, et al., 2004). Les auteurs ont observé une activité plus élevée de EGFR, chez 
les souris ApcMin/+, dans les extraits protéiques de tumeurs et d’entérocytes, que chez les 
souris de type sauvage. De plus, les tumeurs des souris ApcMin/+ affichaient une augmentation 
du niveau de Gab1 en complexe avec EGFR et la sous-unité régulatrice α de la PI3K, ainsi 
qu’une phosphorylation de la protéine AKT accrue. De façon similaire, nous avons 
récemment confirmé par co-immunoprécipitation l’interaction entre Gab1 et Tpr-Met dans 
les cellules IEC-6 (LANDRY, et al., non publié). L’ensemble de ces observations et de nos 
résultats suggère que Gab1 est un effecteur communément engagé suivant l’activation des 
RTK dans les cellules épithéliales intestinales, incluant le récepteur Met. 
Pour ce qui est de la protéine Gab2, nous avons détecté un niveau significativement plus 
élevé de son ARN messager dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 que dans les cellules contrôles 
(Figure 7). Par contre, l’augmentation de l’ARN messager de Gab2 ne s’est pas traduite en 
un niveau plus élevé de la protéine dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 8). La 
discordance entre l’expression de l’ARN de Gab2 et le niveau actuel de la protéine Gab2 
pourrait refléter un effet compensatoire dans notre modèle cellulaire, tel qu’une diminution 
de la traduction de la protéine Gab2 ou de sa stabilité. Quoiqu’une étude indique qu’une 
stimulation soutenue de Met promeut l’ubiquitination et la dégradation de la protéine Gab1 
via un mécanisme dépendent de Cbl dans des modèles de cellules épithéliales (HEK293T, 
HeLa, MDCK et GTL-16 [cellules humaine de carcinome gastrique]) (GOORMACHTIGH, 
et al., 2011), aucune étude de la littérature n’a démontré que l’activation d’un RTK pouvait 
moduler l’expression de la protéine Gab2.  
De façon intéressante, l’observation que l’activation oncogénique de Met induit l’expression 
du transcrit de Gab2 dans les cellules épithéliales concorde avec une étude récente illustrant 
une corrélation entre le profile génique d’activation de EGFR et l'augmentation de 
l’expression de l’ARN messager de Gab2 dans les tumeurs de CCR (MATSUMURA, et al., 
2014). Cependant, les auteurs de cette étude n’ont pas vérifié si l’expression de l’ARN 
messager de Gab2 corrélait avec le niveau protéique de Gab2. Basé sur ces observations, il 




pourrait être un mécanisme sous-jacent à l’augmentation de l’expression de l’ARN messager 
de Gab2 dans le CCR. Ainsi donc, outre la validation de l’interaction de la protéine Gab2 
avec Tpr-Met, il serait pertinent d’évaluer dans notre modèle cellulaire les mécanismes 
régissant l’expression de la protéine Gab2. 
L’ensemble de nos résultats suggère que l’activation du récepteur Met permet l’engagement 
des voies de signalisation en aval des protéines Gab1 et Gab2 dans les cellules épithéliales 
intestinales, tel que démontré dans le contexte de plusieurs autres modèles cellulaires 
épithéliales (NGUYEN, et al., 1997, GU, et al., 1998, LOCK, et al., 2002 et AASRUM, et 
al., 2013).  
 
2. Le pouvoir oncogénique de Met dans les cellules épithéliales intestinales est 
dépendant de l’engagement des voies de signalisation de Gab1 
 
Nous avons démontré que la perte de l’expression de Gab1 dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
restaure une morphologie épithéliale aux cellules transformées par Tpr-Met, c’est-à-dire 
qu’elles affichent une morphologie semblable aux cellules IEC-6 parentales formant des 
contacts cellules-cellules (Figure 9). 
La transformation oncogénique d’une cellule épithéliale s’accompagne d’une réorganisation 
du cytosquelette d’actine et d’une perte de fonction de la E-cadhérine (THIERY, et al., 2009). 
Alors que cette molécule d’adhésion dans les cellules épithéliales non transformées se situe 
aux contacts cellule-cellule, une TEM est typiquement associée avec une redistribution de la 
E-cadhérine au cytosol et/ou d’une perte de son expression. Ceci permet aux cellules de se 
dissocier d’entre elles et donc de faciliter la dispersion et la migration cellulaire, qui sont des 
processus importants dans la capacité métastatique des cellules épithéliales tumorales 
(THIERY, et al., 2009). À cet effet, nous avons précédemment démontré que la TEM induite 
par l’oncoprotéine Tpr-Met dans les cellules IEC-6 était accompagnée d’une diminution 
marquée de l’expression de la E-cadhérine et sa délocalisation au niveau du cytosol 
(BERNIER, et al., 2010). Afin de consolider une restauration de la morphologie épithéliale 




avons aussi observé une réexpression de la E-cadhérine (Figure 9). Il serait donc important 
d’évaluer l’intégrité fonctionnelle de la E-cadhérine dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant le shRNA Gab1 en validant sa relocalisation membranaire au niveau des contacts 
cellule-cellule par immunofluorescence. 
Dans l’optique de s’assurer que c’était bien la perte de Gab1 qui menait à une inhibition des 
caractéristiques oncogéniques dans la population de cellules Tpr-Met-IEC-6, nous avons 
évalué si l’expression et la phosphorylation de Tpr-Met étaient affectées suivant l’expression 
du shARN Gab1. Nos analyses par IB ont démontré une perte importante de l’expression de 
Tpr-Met, et donc de sa phosphorylation dans les cellules shGab1 versus les cellules shCtrl 
(Figure 9). Puisque ces expériences avaient été réalisées avec une population stable de 
cellules Tpr-Met-IEC-6, et de ce fait que les cellules exprimaient des niveaux hétérogènes de 
Tpr-Met, nous avions émis l’hypothèse que la perte de Tpr-Met suivant l’expression d’un 
shRNA ciblant Gab1 reflétait l’expansion sélective des cellules exprimant des niveaux très 
faibles de Tpr-Met. Pour tenter de contrer ce problème, nous avons invalidé l’expression de 
Gab1 par la même approche, mais cette fois-ci dans une lignée clonale de cellules IEC-6 
exprimant Tpr-Met (TF5). En assumant que toutes les cellules de cette lignée aient un niveau 
d’expression de Tpr-Met équivalent, nous espérions ne pas observer une baisse du niveau de 
Tpr-Met suivant l’expression du shRNA contre Gab1. À nouveau, nous avons dénoté que la 
perte de Gab1 dans la lignée TF5 induisait une réversion de la transformation et une 
augmentation de l’expression de la E-cadhérine, mais également diminuait l’expression de 
Tpr-Met (Figure 10). Comme deuxième approche, nous avons généré des populations de 
cellules IEC-6 exprimant de façon stable le shGab1 ou le shCtrl et ensuite exprimé 
l’oncoprotéine Tpr-Met dans ces cellules. Nos résultats montrent que la perte de Gab1 
n’affectait pas la morphologie des cellules parentales IEC-6, ni l’expression de la E-cadhérine 
(Figure 11). De plus, les cellules IEC-6 ayant un niveau réduit de Gab1 affichaient une 
résistance marquée à la transformation induite par Tpr-Met, mais aussi encore une fois, une 
forte diminution de son expression (Figure 11).  
À la lumière de nos résultats, nous proposons que Gab1 exerce un contrôle positif sur 
l’expression de Tpr-Met dans les cellules épithéliales intestinales. Toutefois, nous ne 




un ARN messager codant pour une autre protéine régulant négativement l’expression de Tpr-
Met, ou même, directement l’ARN messager de Tpr-Met. Pour consolider notre hypothèse, 
il sera nécessaire d’évaluer si l’expression d’un shARN ciblant une région distincte de l’ARN 
messager de Gab1 induit les mêmes effets. De plus, nous devrons aussi démontrer que la ré-
expression d’un mutant du gène Gab1 non-ciblé par le shARN dans les cellules Tpr-Met-
shGab1 entraîne la restauration de l’expression de Tpr-Met à un niveau similaire que celui 
des cellules contrôles. Il est peu probable que la diminution du niveau cellulaire de Tpr-Met 
induite par l’invalidation de Gab1 implique une répression de sa transcription, puisque 
l’expression de l’oncoprotéine est sous le contrôle du promoteur 5’-LTR du vecteur 
pLPXSN. La perte de Gab1 pourrait induire l’expression d’un miARN ciblant l’ARN 
messager de Tpr-Met, mais des données préliminaires indiquent que l’expression endogène 
de Met n’est pas diminuée. Quoique préliminaires, ces résultats suggèrent que Gab1 pourrait 
réguler de façon spécifique les niveaux cellulaires de Tpr-Met due à sa localisation 
cytoplasmique, contrairement à Met qui est à la membrane (PESCHARD et PARK, 2007). 
Pour adresser cette question, il s’agirait de tester si une forme oncogénique de Met située à 
la membrane (POMERLEAU, et al., 2014) est aussi sujette à une régulation négative suivant 
l’invalidation de Gab1 dans notre modèle cellulaire. De plus, il est possible que l’activité 
kinasique et la signalisation de Met soient essentielles, ce qui pourrait être évalué par 
l’utilisation de différents mutants de l’oncoprotéine Tpr-Met, ou bien de Met (ZHU, et 
al.,1994, FIXMAN, et al., 1995, FIXMAN, et al., 1996, FOURNIER, et al., 1996, FIXMAN, 
et al., 1997, NGUYEN, et al., 1997 et SAUCIER, et al., 2002). 
Le mécanisme sous-jacent à la capacité de Gab1 de moduler les niveaux de Tpr-Met dans les 
cellules IEC-6 pourrait impliquer une régulation de la stabilité de cette oncoprotéine. 
Toutefois, nous pouvons d’emblée exclure un mécanisme dépendant de l’ubiquitine-ligase 
Cbl et du lysosome. D’une part, Tpr-Met n’est pas ubiquitiné par Cbl, puisqu’il ne possède 
pas le domaine juxtamembranaire de Met où se situe le site de liaison de Cbl (PESCHARD, 
et al., 2001). De plus, étant une protéine cytosolique, Tpr-Met, contrairement à Met, n’est 
pas internalisé dans les endosomes, et ainsi échappe à la voie de la dégradation lysosomale 
(MAK, et al., 2007). Bien que le récepteur Met peut être dégradé par des mécanismes 
dépendants du protéasome (HAMMOND, et al., 2003), aucune ubiquitine-ligase ciblant Met 




Ilangumaran, nous avons récemment mis en évidence que la protéine SOCS1 agit en tant 
qu’ubiquitine-ligase induisant l’ubiquitination et la dégradation de Met, mais aussi de Tpr-
Met, via la voie du protéosome. Il serait donc intéressant d’évaluer si une diminution de 
l’expression de Gab1 stimule l’expression ou l’activité de SOCS1 dans notre modèle 
cellulaire, ce qui pourrait expliquer la diminution de l’expression de Tpr-Met (GUI, et al., 
2011 et GUI, et al., 2014). 
En résumé, par une approche d’interférence à l’ARN, nous avons identifié un nouveau rôle 
possible de Gab1 dans la régulation de l’expression de Met. Cependant, la perte de 
l’expression de Tpr-Met suivant l’expression du shRNA ciblant Gab1 limite l’interprétation 
de nos résultats à l’égard de la contribution de Gab1 dans le pouvoir oncogénique du 
récepteur Met. En effet, il est impossible de discriminer dans notre modèle d’étude si 
l’inhibition de la transformation des cellules Tpr-Met-IEC-6 et de leurs caractéristiques 
oncogéniques est attribuable à l’actuelle diminution de l’expression de Gab1, ou bien à celle 
de Tpr-Met. Toutefois, en tenant compte i) des nombreuses études qui illustrent le rôle 
critique de Gab1 dans la transformation oncogénique des fibroblastes en aval du récepteur 
Met et d’autres RTK (BARDELLI, et al., 1997, FIXMAN, et al., 1997, HOLGADO-
MADRUGA et WONG, 2004, MOOD, et al., 2006, et PONZETTO, et al., 1994) ; ii) que 
nous avons démontré par une approche dominante-négative du MBD de Gab1 que le pouvoir 
oncogénique de Met relève de l’engagement des protéines d’échafaudage Gab (CHÉRIF, et 
al., non publié) et iii) que la protéine Gab2 semble avoir une implication négligeable dans le 
pouvoir oncogénique de Tpr-Met dans les cellules IEC-6, tel que démontré par nos résultats 
obtenus (voir section 3 de la discussion), il est cohérent de supposer que l’engagement des 
voies de signalisation de la protéine Gab1 joue un rôle déterminant dans le pouvoir 
oncogénique du récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales. 
 
3. Le pouvoir oncogénique de Met dans les cellules épithéliales intestinales n’est 
pas dépendant de l’engagement des voies de signalisation de Gab2  
 
Pour caractériser les rôles de Gab2 en aval de Met dans les cellules IEC-6, nous avons 




aux résultats obtenus avec Gab1, nous avons observé que la perte de Gab2, de même que sa 
surexpression, n’altère en rien les caractéristiques oncogéniques de ces cellules, soient la 
transformation morphologique, la croissance cellulaire, leur capacité de croître au-delà la 
confluence et sans ancrage à la matrice extracellulaire ainsi que la migration (Figures 12 à 
21). Toutefois, la modulation de l’expression de Gab2 s’est avérée ne pas affecter 
l’expression et la phosphorylation de Tpr-Met (Figures 12 et 17).  
Nous avons observé que le shARN dirigé contre Gab2 diminuait de façon considérable 
l’expression de Gab2 dans les cellules IEC-6 transformées par Tpr-Met, tant au niveau de 
l’ARN messager que protéique (Figure 12). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure la 
possibilité que l’expression cellulaire résiduelle de Gab2 puisse activer les voies de 
signalisation en aval de Tpr-Met à des niveaux suffisants pour promouvoir les fonctions 
oncogéniques. En revanche, le fait que ni l’expression et ni la phosphorylation de Gab1 
semblent être affectées suivant la surexpression de Gab2 (Figure 22) indique que l’absence 
d’impact sur les propriétés oncogéniques des cellules Tpr-Met-IEC-6 ne serait pas dû à une 
inhibition de l’interaction entre Gab1 et Tpr-Met. Il est cependant possible que Gab2 puisse 
agir en tant que dominant-négatif sur la signalisation de Gab1 en bloquant de façon 
compétitive le recrutement des protéines effectrices à Gab1, telles que la PI3K et la tyrosine 
phosphatase SHP-2. De ce fait, il serait d’importance non seulement d’analyser dans notre 
modèle cellulaire si la surexpression de Gab2 diminue l’interaction de Gab1 avec ces 
effecteurs par des essais de co-IP, mais également si elle affecte négativement l’activation 
des voies de la MAPK/ERK et de la PI3K/AKT. Mais avant tout, les IP serviraient à 
confirmer l’interaction de Gab2 à Tpr-Met, car s’il n’y est pas recruté, cela pourrait expliquer 
l’absence d’effet lors de la modulation de l’expression de Gab2 dans notre modèle. Enfin, 
nos résultats suggèrent, par phosphorylation sur tyrosine, que la présence de l’oncoprotéine 
Tpr-Met mène à l’activation de Gab2 en induisant sa phosphorylation (Figure 8), mais cette 
phosphorylation n’indique pas nécessairement que Gab2 est engagée. De plus, comme 
l’anticorps utilisé n’est pas spécifique aux pTyr des protéines Gab et les pTyr identifiées lors 
de nos IB pourraient être celles de d’autres protéines à des poids moléculaires semblables 
aux protéines Gab. L’utilisation d’un anticorps ciblant spécifiquement les pTyr des protéines 




L’observation qu’une modulation négative et positive de l’expression de Gab2 n’affecte pas 
les capacités oncogéniques de Tpr-Met était plutôt inattendue. En effet, il a été démontré que 
Gab2 est nécessaire pour la transformation des fibroblastes induite par l’oncoprotéine V-
SEA, une forme oncogénique du RTK SEA (ISCHENKO, et al., 2003), de même que pour 
la transformation des cellules hématopoïétiques Ba/F3 par l’oncoprotéine de fusion BCR-
ABL, une protéine de fusion ayant une activité de tyrosine kinase constitutive et associée au 
développement de la LMC (SATTLER, et al., 2002). De plus, dans un modèle murin de 
cancer du sein, plus précisément dans un modèle de souris transgéniques surexprimant une 
forme active du récepteur ErbB2 dans l’épithélium de la glande mammaire, la délétion du 
gène Gab2 s’est avérée diminuer la formation de tumeurs et de métastases pulmonaires 
(BENTIRES-ALJ, et al, 2006 et KE, et al, 2007). 
Il y a d’ailleurs plusieurs études cliniques et expérimentales qui soutiennent un rôle important 
de la protéine Gab2 dans l’évolution des cancers du sein, de l’ovaire ainsi que des gliomes, 
où le gène Gab2 s’y retrouve amplifié et surexprimé (DALY, et al., 2002, BOCANEGRA, 
et al., 2010, FLEUREN, et al., 2010, WANG, et al., 2012, SHI, et al., 2013 et DUNN, et al., 
2014). Par exemple, la surexpression de Gab2 dans des lignées cellulaires de cancer ovarien 
promeut, par le biais de l’activation de la PI3K, la transition épithéliale-mésenchymateuse, 
la survie cellulaire, la migration et l’invasion (WANG, et al. 2012 et DUNN, et al., 2014). 
Au contraire, la diminution de son expression induite par de petits ARN interférents (siRNA) 
dans des cellules de gliome s’est avéré restreindre les facultés migratoires et invasives de ces 
cellules in vivo dans un modèle de tumeur cérébrale chez la souris (SHI, et al., 2013).  
Il est à noter, que nous ne pouvons pas exclure la possibilité que la protéine Gab2 soit 
impliquée en aval de Met dans des fonctions oncogéniques distinctes de celles que nous 
avons testées dans notre étude. Outre l’invasion cellulaire tel qu’illustré dans les modèles de 
cellules cancéreuses de l’ovaire et de gliome, une étude menée dans des cellules de 
mélanomes transformées par une forme active de la protéine NRAS indique que Gab2 
jouerait un rôle essentiel dans l’induction de l’angiogenèse (YANG, et al., 2013). De même, 
Gab2 pourrait contribuer sélectivement au pouvoir oncogénique d’autres RTK, dont le 
récepteur EGFR qui se retrouve également souvent surexprimé dans le CCR (SAUCIER et 




entre l’expression de Gab2 et celle de EGFR dans les échantillons de tumeurs issues de 
patients atteints de CCR, de même qu’avec un profil d'expression génique hautement 






















CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
Le but de cette étude était de caractériser les rôles qui sont propres à Gab1 et à Gab2 dans la 
transformation oncogénique du récepteur Met dans un modèle de cellules épithéliales 
intestinales. Par approche d’interférence à l’ARN messager dirigée spécifiquement contre 
Gab1, nous avons pour la première fois identifié un possible nouveau rôle de cette protéine 
dans la régulation de l’expression de Met. La modulation de l’expression de Gab2, par 
interférence à l’ARN dirigée spécifiquement contre Gab2 et par la surexpression de Gab2, 
nous a aussi permis de démontrer que cette protéine a des rôles très négligeables dans les 
cellules IEC-6 en aval du récepteur Met. 
Les résultats de nos travaux obtenus par la diminution de l’expression de Gab1 et par la 
modulation de celle de Gab2 suggèrent que Gab1, contrairement à Gab2, joue un rôle  
important dans le pouvoir oncogénique de Met dans les cellules épithéliales intestinales. En 
tenant compte des nombreuses études démontrant les rôle de Gab1 dans la transformation 
oncogénique des fibroblastes en aval de Met et d’autres RTK (BARDELLI, et al., 1997, 
FIXMAN, et al., 1997, HOLGADO-MADRUGA et WONG, 2004, MOOD, et al., 2006, et 
PONZETTO, et al., 1994), ainsi que des résultats obtenus par l’approche dominante négative 
du MBD de Gab1 indiquant que le pouvoir oncogénique de Met est dépendant de 
l’engagement des protéines Gab (CHÉRIF, et al., non publié) et que Gab2 semble n’avoir 
que des effets très limités dans le pouvoir oncogénique de Tpr-Met dans les cellules IEC-6, 
nous pouvons même suggérer que Gab1 le rôle que joue Gab1 est primordial dans le pouvoir 
oncogénique de Met dans ces cellules. Tout de même, nos résultats s’accordent avec la 
littérature où des études font part de rôles distincts de Gab1 et de Gab2 dans différents 
contextes cellulaires (CARON, et al., 2009, SHIOYAMA, et al., 2011 et ZHANG, et al., 
2013). Ainsi, nos résultats confirment l’hypothèse que nous avons proposé, soit que les 
protéines Gab1 et Gab2 ont des rôles distincts dans les capacités oncogéniques du récepteur 
Met dans les cellules épithéliales intestinales. 
Pour conclure, des études cliniques indiquent que l’hétérogénéité des récepteurs RTK 
dérégulés dans le CCR contribue à la résistance aux thérapies ciblant le RTK. Une approche 




RTK, qui régissent les processus clés à la progression du CCR. Ainsi, la caractérisation des 
rôles des protéines Gab en aval du récepteur Met devient essentielle pour l’élaboration de 
nouvelles cibles thérapeutiques, notamment contre le CCR, puisque Met et le HGF, y sont 
retrouvés amplifiés ou surexprimés dans certains cas (SAKAKURA, et al., 1999, 
HOULDSWORTH, et al., 1990 et DI RENZO, et al., 1995). Nos travaux démontrant 
l’importance de Gab1 dans l’activité oncogénique de Met dans les cellules épithéliales 
intestinales appuient donc cette protéine, mais probablement pas Gab2, comme étant une 
cible prometteuse pour le traitement contre les CCR affichant des dérégulations de Met et de 
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